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Das Humane Immundefizienzvirus (HIV) ist der Erreger von AIDS und als Zoonose von den 
Schimpansen (HIV-1) bzw. den Rauchmangaben (HIV-2) auf die menschliche Population 
übergesprungen. Diese Primatenspezies sind die natürlichen Wirte für die simianen verwand-
ten Viren SIVcpz bzw. SIVsm. Die nicht-natürlichen Virus-Wirt-Beziehungen der Immundefi-
zienzviren resultieren in einem pathogenen Verlauf, wie HIV im Menschen und SIVmac in 
Rhesusmakaken. Die natürlichen Wirte Rauchmangaben, Schimpansen, Afrikanische Grüne 
Meerkatzen (AGM) und viele mehr entwickeln hingegen kein simianes AIDS. Dies erfolgt 
trotz lebenslanger Infektion mit SIV und einer zur HIV-Infektion im Menschen äquivalenten 
Viruslast. Die natürlichen Wirte weisen darüber hinaus keine Immunantwort gegen das virale 
Kernprotein Gag (gruppen-spezifisches Antigen) auf, was ein früh und zahlreich gebildetes 
Protein während der Virusreplikation ist. Die fehlende humorale Immunantwort könnte die 
natürlichen Wirte vor Aktivierung des Immunsystems und dadurch auch vor sAIDS bewahren. 
Frühere Versuche in AGM mit injiziertem SIVagmGag-Protein zeigten zwar, dass die Indukti-
on einer humoralen Immunantwort gegen SIVagmGag möglich ist, diese aber schon nach kur-
zer Zeit wieder absinkt. Des Weiteren bildete sich durch Infektion mit SIVagm in den Tieren 
keine anamnestische Immunantwort heraus, die für die Erkennung von gleichen Epitopen 
maßgeblich ist. Es scheint ein Unterschied in der Erkennung von exogenem injiziertem SI-
VagmGag-Protein zu endogenem, durch das Virus selbst gebildetem, Protein in den AGM zu 
bestehen. Folglich wurde die Hypothese aufgestellt, dass eine Immunisierung mit SIVagmGag-
DNA unter Umgehung des Unterschieds in der Proteinprozessierung eine anamnestische Im-
munantwort in den AGM induziert.  
Um diese Hypothese zu testen und die Gag-Immunreaktion in Abwesenheit anderer viraler 
Gene bezüglich der Pathogenität zu evaluieren, wurden codonoptimierte SIVagmGag- und 
SIVmacGag-DNA Immunisierungsvektoren generiert. Die Proteinexpression wurde in vitro 
und die Immunogenität in Balb/c und C57Bl/6 Mäusen getestet. Jeweils eine Gruppe von vier 
AGM erhielt bioballistisch SIVagmGag-DNA bzw. SIVmacGag-DNA. Als Kontrollen dienten 
mit codonoptimierter DNA immunisierte Rhesusmakaken sowie mit Leervektor immunisierte 
Primaten beider Spezies. Als Kostimulanz wurde zusätzlich jeweils speziesspezifische gmcsf 
DNA verwendet. 
Im Gegensatz zu den Rhesusmakaken konnte in den AGM durch DNA-Immunisierung keine 
zelluläre und nur eine schwache, transiente humorale anamnestische Immunantwort nach In-
fektion induziert werden, obwohl beide Gag-Proteine endogen produziert wurden. Daher kann 
die fehlende anamnestische Immunantwort der AGM nach Immunisierung mit Gag-Protein 
vermutlich nicht auf Unterschiede in der Proteinprozessierung und -erkennung (endogen ver-




Infektion dieses natürlichen Wirtes eine aktive Unterdrückung der anti-Gag-Antikörperantwort 
stattfindet, möglicherweise induziert durch eine Anergie in Gag-spezifischen T-Helferzellen. 
Schlagwörter: SIV, AGM, Immunantwort, DNA-Immunisierung, Gag, CTL Epitope 
Abstract 
Abstract 
The causative agents of AIDS, the human immunodeficiency viruses (HIV-1 and HIV-2), were 
transmitted zoonotically to the human population from the natural hosts of the related simian 
immunodeficiency viruses SIVcpz (chimpanzees) and SIVsm (sooty mangabeys), respectively. 
In contrast to the outcome of infections in non-natural hosts (e.g. HIV in humans, SIVmac in 
rhesus macaques), the natural hosts of SIV do not develop simian AIDS-like symptoms despite 
life-long infection with virus loads matching those seen in HIV-infected humans. Many such 
natural host primates infected with SIV, such as SIVagm-infected African green monkeys 
(AGMs), fail to mount an antibody response to the intact viral core protein Gag (group-specific 
antigen), a protein produced extensively during infection. It has been postulated that this lack 
of an immune response to Gag could protect the natural hosts from immunopathological effects 
and therefore from simian AIDS. Previous studies in AGMs indicated that Gag protein pro-
duced endogenously during infection is 'seen' by the immune system differently than that in-
troduced exogenously by protein immunisation, possibly through differences in processing or 
through specific tolerance at the T-cell level. 
To address these possibilities, primate studies were performed in which the responses in the 
natural and non-natural hosts to endogenously produced Gag protein in the absence of other 
viral genes were compared and the influence of such endogenous priming on the immune re-
sponse to infection was evaluated. This was achieved by bioballistic immunisation of AGMs 
and rhesus macaques with codon-optimised DNA coding for SIVagm or SIVmac Gag protein 
delivered together with DNA coding for the species-specific GM-CSF cytokine. Prior to the 
primate studies, the DNA constructs were evaluated in BALB/c and C57Bl/6 mice for immu-
nogenicity and protein expression. 
In contrast to the rhesus macaques, SIVagmGag DNA immunisation of African green monkeys 
generally failed to prime for an anamnestic cellular immune response and primed for only a 
weak, transient anamnestic humoral response to the protein upon infection, despite the proteins 
resulting from both immunisation and infection being produced endogenously. Differences in 
protein processing and recognition (endogenous versus exogenous) do not therefore appear to 
account for the lack of priming for an anamnestic immune response seen using a protein im-
munogen. Rather, the results seem to indicate that an active suppression of the anti-Gag im-
mune response may occur during infection of this natural host of SIV, possibly by the induc-
tion of anergy in Gag-specific Th cells. 
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1.1 AIDS und dessen Erreger HIV 
Die weltweite Ausbreitung des humanen Immundefizienzvirus (HIV, Abb. 1) hält seit seiner Ent-
deckung vor ca. 25 Jahren trotz intensiver Anstrengungen zur Prävention mit dramatischer Ge-
schwindigkeit an. Die Anzahl der infizierten Menschen liegt derzeit nach Schätzungen der WHO 
(World Health Organization, AIDS epidemic update December 2007; 
http://data.unaids.org/pub/EPISlides/2007/2007_epiupdate_en.pdf) weltweit bei 33,2  Millionen 
mit einer Neuinfektionsrate von ca. 2,5 Millionen Menschen pro Jahr. Über 90 % der HIV-
Infizierten leben in Entwicklungsländern, vorwiegend in Afrika und Asien, wobei zunehmend 
Kinder und Jugendliche betroffen sind. Da die Zahl der AIDS-Toten weiter exponentiell ansteigen 
wird, werden die bereits heute dramatischen persönlichen, sozialen und ökonomischen Konse-
quenzen weltweit katastrophale Auswirkungen haben.  
 
 
Abb. 1: Globale Verteilung von HIV-Infektionen, prozentual und total 2007 




1.1.1 Entdeckung, Krankheitsbild und Therapeutika 
Anfang der 80iger Jahre des letzen Jahrhunderts berichtete ein Ärzteteam aus Los Angeles von 
vier homosexuellen Patienten, die alle an einer schwer zu behandelnden Lungenentzündungen 
durch Pneumocystis carnii litten [1]. Des Weiteren wiesen die zuvor gesunden Männer mittleren 
Alters einen drastischen Abfall der CD4+ T-Zellzahlen, extensive mukosale Candidasen und 
schwere virale Infektionen (insbesondere durch das humane Cytomegalie Virus, hCMV) auf. Bei 
gesunden Menschen sind diese Erreger meist harmlos und entfalten vor allem in immunge-
schwächten Personen ihr pathogenes Potential. Zunächst als Krankheit von Homosexuellen und 
Drogenabhängigen bekannt, gewann die Erkrankung des Immunsystems durch das Auftreten bei 
heterosexuellen Kontakten, Menschen mit Hämophilie und Empfängern von Blutprodukten zu-
nehmend an Bedeutung. Diese Befunde und weitere Berichte aus anderen amerikanischen Groß-
städten führten beim Center of Disease Control and Prevention (CDC) in Atlanta zu der Erkennt-
nis, dass es sich bei den beschriebenen Fällen um eine neue durch Körperflüssigkeiten 
übertragbare Art der Immunschwäche handelt, die als AIDS (Acquired Immune Deficiency Syn-
drome – erworbenes Immundefizienz Syndrom) bekannt wurde.  
1983 gelang erstmals Mitarbeitern um den Wissenschaftler Luc Montagnier vom Pasteur-Institut 
in Paris die Isolation des Erregers von AIDS aus lymphatischem Gewebe eines Patienten [2]. Da-
durch wurde der Erreger zunächst als LAV (Lymphadenopathy Associated Virus) oder durch die 
Gruppe um Gallo als HTLV-III (humanes T-Zell Leukämie Virus III) [3] bezeichnet und später in 
HIV umbenannt. Die Entdeckung wurde durch mehrere Studien bestätigt [3, 4, 5] und HIV als 
neuer Vertreter der Lentiviren aus der Familie der Retroviridae klassifiziert. Die elektronenmikro-
skopische Aufnahme zeigt das simiane Immundefizienzvirus (SIV) und HIV als Vertreter der 
Lentiviren (Abb. 2). 
 




Anfangs ähnelt die Symptomatik einer HIV-Infektion einer Grippe, die von selbst wieder ab-
klingt. Nach einer 8-10 jährigen asymptomatischen Latenzphase beginnt die typische AIDS-
Erkrankung, welche mit einer starken Verringerung der CD4+-Lymphozyten, der Zerstörung von 
Follikeln und dem lymphatischen Gewebe [6] sowie der Degeneration des Nervengewebes und 
dem Auftreten des Wasting Syndroms (Gewichtsverlust und Diarrhöe) einhergeht [7, 8, 9, 10]. 
Das Ausbrechen opportunistischer Infektionen wie durch Pneumocystis carinii hervorgerufene 
Lungenentzündung, kryptokokkoide Meningitis und Kaposi sarcoma [11] gehören zu den charak-
teristischen Krankheitsmerkmalen von AIDS und führen, bedingt durch das geschwächte Immun-
system des Patienten, zum Tod.  
Bislang konnte noch kein Impfstoff entwickelt werden, der eine Infektion mit HIV oder die Pro-
gression zu AIDS verhindern kann, jedoch wurden im Bereich der therapeutischen Möglichkeiten, 
insbesondere in den letzten Jahren, große Fortschritte gemacht. Das erste ursprünglich für eine 
andere Applikation entwickelte Therapeutikum ist Zidovudin und fungiert als Nukleosid-
Analogon zur Inhibition der Reversen Transkriptase, einem viralen Schlüsselenzym. Durch die 
Zulassung von Zidovudin durch die Food and Drug Administration (FDA) stand im Jahre 1987 
die erste wirksame Therapie zur Verfügung. Im Jahre 1991 folgte ein weiterer Nukleosidaler Re-
verse Transkriptase Inhibitor (NRTI), Didanosin. Durch die Monotherapie mit Zidovudin konnte 
die neonatale Transmissionsrate von 25,5 % auf 8,3 % gesenkt werden [12]. Dennoch suchte man 
nach weiteren Therapeutika, da die Monotherapien nur für eine kurze Zeit wirkten und schon bald 
limitierte Aktivität gegen HIV zeigten. 1995 erfolgte die Entwicklung von Proteaseinhibitoren, 
welche gegen die virale Protease wirken, und 1996 die Zulassung von Nevirapin, einem Nicht-
NRTI (NNRTI) [11]. 
Mit modernen Therapieansätzen aus Kombinationen von Inhibitoren der Reversen Transkriptase 
und der viralen Protease ist es bei einem Teil der Patienten möglich geworden, die Virusreplikati-
on dauerhaft unter die Nachweisgrenze zu senken. Diese dreifach Kombinationstherapien werden 
unter dem Begriff Highly Active Antiretroviral Therapy (HAART) zusammengefasst. In den 
meisten Fällen allerdings resultiert eine Unterbrechung der Therapie in einem raschen Anstieg der 
Plasmavirusbelastung. Somit wird deutlich, dass selbst während einer langen antiretroviralen 
Kombinationstherapie, infektiöses Virus, in Form von ins Genom integriertem Provirus, per-
sistiert [13].  
Da ein wirksamer Impfstoff noch nicht existiert, ist Prävention die einzige Möglichkeit, eine HIV-
Infektion zu verhindern. Es gibt drei Säulen der Prävention: der Schutz vor sexueller, parenteraler 
und perinataler HIV-Transmission. Dabei sind unzureichende Aufklärung, ungeschützter Ge-
schlechtsverkehr, unzureichend frühe Diagnostik von sexuell übertragbaren Krankheiten, ungenü-
gende Sicherheit für Blutprodukte und das Personal im Gesundheitswesen, die Verbreitung von 
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HIV durch Drogeninjektion sowie das Stillen von Kindern HIV-infizierter Mütter einige verbesse-
rungswürdige Aspekte [14]. 
Die Latenzzeit zwischen der HIV-Infektion und der Entwicklung von AIDS kann innerhalb der 
Patienten sehr unterschiedlich sein. Eine kleine Minderheit (1-5 %) der HIV-infizierten Personen 
wird als „Long-Term Non-Progressors“ (LTNP, dt.: Langzeit Nicht-Progressierende) bezeichnet. 
Wie sich diese Gruppe zusammensetzt, wird sehr unterschiedlich definiert. Die LTNP bleiben 
mehr als 10-15 Jahre oder länger AIDS-frei, entwickeln keine klinischen Symptome, haben eine 
stabile CD4+ T-Zellzahl von ungefähr 500 CD4+ Zellen/µL, weisen ein geringes Niveau von HIV 
im peripherem Blut auf und haben keine Vergangenheit mit antiretrovialer Therapie [15, 16, 17, 
18]. 
In den letzten Jahren ist bekannt geworden, dass die Empfänglichkeit für eine HIV-Infektion nicht 
uniform ist und einige Personen scheinbar nicht infiziert werden, obwohl sie sich dem Virus in 
potentiell infektiöser Art und Weise aussetzen. Diese Gruppe der so genannten „Highly-Exposed, 
Persistently Seronegatives“ (HEPS, dt.: hoch-exponierte, dauerhaft seronegative Individuen) be-
inhaltet unter anderem eine Gruppe Prostituierter in Nairobi und die HIV-negativen Partner HIV-
infizierter Patienten bei ungeschütztem Geschlechtsverkehr. Die anfangs nicht nachweisbare An-
tikörperantwort und Virämie gaben unter realen Bedingungen den einzigen Hinweis auf eine mög-
liche Immunität gegen HIV [19]. Durch eine Verbesserung der Detektionsmethoden konnten spe-
zifische Zytotoxische T-Zellen (CTLs), mukosale Antikörper und HIV in sehr geringen Mengen 
in HEPS nachgewiesen werden [20, 21, 22, 23], so dass eine sterile Immunität ausgeschlossen 
werden kann und die Replikation des Virus sehr stark reduziert zu sein scheint.  
1.1.2 Phylogenetik der Primaten-Lentiviren 
Die Viren HIV und SIV (Abb. 2 links) gehören zur Gattung der Lentiviren, welche zur Familie 
der Retroviridae zählen. Die humanen Lentiviren werden in zwei Gruppen eingeteilt: HIV-1 [2] 
und HIV-2 [24], die in Sequenzvergleichen ca. 42 % Homologie zueinander aufweisen [25]. HIV-
1 splittet sich in die Gruppen M („main“, dt.: Hauptgruppe), N („new“ oder „non-M“, dt.: neue 
oder nicht-M Gruppe) und O („outlier“, dt.: Ausreißergruppe). Die Gruppe M des HIV-1 unterteilt 
sich in weitere zehn Subtypen (Subtyp A - H, J und K) und rekombinante Formen [26] (Los Ala-
mos Datenbank). Rekombinante HIV-Varianten entstehen, wenn es zu zwei in kurzem Abstand 
erfolgten Infektionen mit Viren verschiedener Subtypen kommt. Dabei kann während der Rever-
sen Transkription durch die „copy choice“ Rekombination (dt.: Replikation mit Wahlmöglichkeit) 
das Template gewechselt werden und eine rekombinante Form des Virus (CRF: Circulating Re-
combinant Form) entstehen [27]. Anhand weiterführender Sequenzanalysen konnten die Subtypen 
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E [28, 29] und G [30] als rekombinante Formen von A (HIV A/E und HIV A/G) identifiziert wer-
den und stellen somit keine eigenständige Subtypklasse dar [31]. Aufgrund der hohen Mutations-
rate von HIV und der Sequenzvarianz zwischen den einzelnen Subtypen, beispielsweise im env-
Gen 30 % und im gag-Gen 14 % [32, 33, 34], ist es sehr schwierig einen Impfstoff mit breiter 
Spezifität zu entwickeln. Der HIV-1 Subtyp B herrscht in Nordamerika, Europa und Australien 
vor, wohingegen der Subtyp C Virus in Asien und die Subtypen A und C in Afrika endemisch 
sind. Aufgrund der hohen Infektionsrate in Afrika und Südost-Asien tragen die meisten infizierten 
Menschen den Subtyp C Virus. 
HIV-2 ist hauptsächlich nur in Westafrika endemisch und unterteilt sich in die Gruppen A-F. 
HIV-2 scheint wesentlich weniger pathogen zu sein als HIV-1. Die HIV-2-Infektion schreitet 
langsamer voran, hat eine geringe Viruslast und entspricht so eher einer chronischen HIV-1-
Infektion [26, 35]. 
Mittlerweile sind über 30 verschiedene Affen-Spezies bekannt, die bis zu 50 % endemisch mit 
ihren eigenen simianen Immundefizienz-Virusstämmen infiziert sind [35, 36] und potentiell Zoo-
nosen im Menschen oder anderen Primatenspezies erzeugen können. 
 
Abb. 3: Phylogenetischer Stammbaum der Primaten Lentiviren  
 
Der Ursprung der jeweiligen Lentiviren ist im Drei-Buchstaben Kürzel dargestellt, zum Bsp. SIVagm von 
Afrikanischen Grünen Meerkatzen (Chlorocebus aethiops), HIV-1/SIVcpz von Schimpansen (Pan troglody-
tes) oder HIV-2/SIVsm von grauen Halsbandmangaben (Cercocebus atys). Die kürzlich entdeckten Lentivi-
ren sind farblich unterlegt. Der phylogenetische Baum beruht auf der Sequenz eines 650 bp langen Fragmen-
tes aus pol und der Anordnung anhand der neighbor-joining-Methode. Der dargestellte 0.1-Balken entspricht 
in der Länge einer Divergenz von 10 % [35]. 
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Die größte Sequenzidentität besteht jeweils zwischen den SIV-Isolaten einer Wirtsspezies, da die 
verschiedenen SIV Sequenzen einer Primatenart Cluster bilden (Abb. 3) [35]. Diese Wirtsspe-
ziesspezifität spricht für eine phylogenetisch lange Koevolution von SIV Subspezies und ihren 
Primatenspezies. Erfolgt eine Kreuzspeziestransmission eines Primaten-Lentivirus auf einen neu-
en Wirt, kann bedingt durch diesen Wirtswechsel im neuen Wirt ein pathogener Effekt ausgelöst 
werden. Durch die Übertragung des Virus von diesem neuen Wirt auf ein Individuum derselben 
Spezies, kann eine Epidemie ausgelöst werden. So führte die experimentelle Infektion von asiati-
schen Rhesus- und Schweinsaffen mit SIVsm zu einer übertragbaren Form der AIDS Erkrankung 
bei Primaten [37, 38]. 
Durch weiter entwickelte Nachweismethoden konnte mittlerweile in afrikanischen Blutplasma-
Proben aus dem Jahr 1959 die Kontamination durch HIV nachgewiesen werden [39]. Inzwischen 
siedelt man den Spezies-Sprung in den 30iger Jahren des vergangenen Jahrhunderts an, welcher 
über SIVcpz (HIV-1) und SIVsm (HIV-2) von den Schimpansen und grauen Halsbandmangaben 
erfolgte [40, 41, 42, 43] und zur AIDS-Pandemie führte. Die Übertragung durch Jagdverletzung 
und Verletzung bei der Zubereitung von Speisen stellt eine plausible Transmissionsroute dar [44]. 
Die daraufhin folgende weltweite Ausbreitung von HIV-1 ist wahrscheinlich auf den ökonomi-
schen, sozialen und gesellschaftlichen Wandel in der ersten Hälfte des 20. Jahrhunderts zurückzu-
führen [45].  
Die Einteilung von HIV-1 in die drei Gruppen M, N und O legt den Schluss nahe, dass sich drei 
unabhängige Übertragungsereignisse auf den Menschen zugetragen haben müssen, bei HIV-2 sind 
es in Abhängigkeit der Subtypen mindestens vier Transmissionsereignisse [44].  
1.1.3 HIV-Morphologie und Genomstruktur 
Der strukturelle Aufbau eines infektiösen HIV- bzw. SIV-Partikels entspricht dem der übrigen 
Retroviren mit einem Durchmesser von 110 nm; sie bestehen aus einer Lipid-Doppelmembran, 
verankert mit dem transmembranen Glykoprotein gp41, äußerer Proteinhülle (p17), Kapsidhülle 
(p24 bei HIV, p27 bei SIVmac und SIVagm) und dem Ribonukleinsäure-Enzym-Komplex (RNA-
Enzym-Komplex, Abb. 4). Das sogenannte externe Glykoprotein (gp120) ist nicht kovalent mit 
dem darunter liegenden transmembranen Protein verbunden. Diese Heterodimere bilden in der 
Virushülle Homotrimere [23] und vermitteln so bei der Infektion einer Zelle die Kontaktaufnahme 





Abb. 4: Schematische 3D-Struktur von SIV (Dr. S. Norley, RKI) 
 
Als Erbsubstanz besitzen die Lentiviren (Abb. 4) zwei identische, jeweils etwa 9,7 kb große ein-
zelsträngige RNA-Moleküle, welche in Form einer eukaryontischen mRNA vorliegen, d.h. mit 
einem 7-Methylguanin-Rest und polyadenyliertem 3’-Ende. Die virale mRNA ist an beiden Enden 
mit regulatorischen Sequenzen (LTR, long terminal repeats) versehen. Diese sind für die Initiation 
und Termination der Transkription sowie für die Integration der viralen Erbinformation in die 
genomische Desoxyribonukleinsäure (DNA) der Wirtszelle zuständig. Außerdem besitzt jede 
mRNA eine von der vorherigen Wirtszelle stammende tRNA, welche an komplementäre Basen-
sequenzen angelagert ist und die Primerfunktion erfüllt.  
 
Abb. 5: Aufbau des Lentivirus-Genoms [46] 
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Die Immundefizienzviren der Primaten enthalten wie alle Retroviren die drei Gene gag, pol und 
env (Abb. 5). Gag kodiert für die inneren Kernproteine, die an die virale RNA binden, und das 
Matrixprotein p17. Das pol-Gen (Polymerase) enthält die Information zur Synthese der Reversen 
Transkriptase (RT), der Integrase und einer Protease. Das env-Gen (envelope) kodiert für die Gly-
koproteine der Virushülle, die in die äußere Lipid-Doppelschicht integriert werden. Die Familie 
der Lentiviren zeichnet sich durch die essentiellen regulatorischen Gene tat und rev aus, die an der 
Regulation der RNA-Transkription, des Spleißens und am Export der viralen mRNA aus dem 
Nukleus beteiligt sind. Bei den Lentiviren sind vier weitere akzessorische Gene vorhanden: nef, 
vif, vpr und vpu bei HIV-1, während bei HIV-2 vpu durch vpx ersetzt ist.  
Die von diesen akzessorischen Genen kodierten Proteine sind für die Replikation in vitro nicht 
notwendig, beeinflussen in vivo aber die Replikationsfähigkeit und Pathogenität [47]. Der Phäno-
typ dieser akzessorischen Proteine setzt sich aus vielfältigen Funktionen zusammen: Steuerung 
der viralen Infektiosität durch Degradierung des antiviralen Faktors APOBEC3 (Vif) [48], Zell-
zyklus-Stop in der G2-Phase (Vpr) [49], Verhinderung der intrazellulären Komplexbildung zwi-
schen gp160 und dem CD4-Rezeptor (Vpu, Vpx) [50, 51] und Pathogenität durch Verminderung 
der Oberflächenmoleküle wie CD4 und MHC-I (Nef) [52].  
1.1.4 Replikationszyklus 
Die Infektion einer Zelle mit Lentiviren beginnt mit der Anheftung des Virus an spezifische Re-
zeptoren auf der Oberfläche der Wirtszelle, wobei es zur hochaffinen Wechselwirkung zwischen 
dem viralen Glykoprotein (gp120) und dem CD4-Rezeptor der Zielzelle kommt. Durch Beteili-
gung des Transmembranproteins gp41 von HIV oder SIV erfolgt die Fusion von Wirtszell- und 
Virusmembran [6, 53]. 
Die bevorzugten Zielzellen sind in erster Linie T-Lymphozyten, aber auch Makrophagen, Mono-
zyten, dendritische Zellen und Mikrogliazellen dienen dem Virus als Reservoir [53, 54]. Chemo-
kin-Rezeptoren der Familie der CC- bzw. CXC-Rezeptoren fungieren zusätzlich zum CD4-
Rezeptor als essentielle Ko-Rezeptoren für HIV und SIV [55] und bestimmen den Tropismus der 
unterschiedlichen HIV- und SIV-Stämme. Insbesondere in der kritischen frühen Phase der HIV-
Infektion mit Subtyp B Viren existieren vorwiegend CCR5-Rezeptor-trope Viren, die in der späte-
ren symptomatischen Phase der Infektion in 50 % der Fälle ihren Phänotyp zu CXCR4-Rezeptor-
tropen Virusstämmen verändern [54]. Die simianen Viren benutzen hauptsächlich den CCR5-
Rezeptor, um in die Zelle einzudringen [56].  
Das Nukleokapsid, welches die virale RNA und die viralen Enzyme enthält, gelangt nach der re-
zeptorvermittelten Infektion in die Zielzelle und setzt dort ihren Inhalt frei. Die Initiation der 
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Replikation erfolgt durch die virale RNA, welche unter Verwendung der als Primer dienenden aus 
der vorherigen Wirtszelle stammenden tRNA, von der viruseigenen Reversen Transkriptase (RT) 
in cDNA umgeschrieben wird. Die trifunktionelle RT ist eine RNA-abhängige DNA-Polymerase, 
die durch ihre RNaseH-Aktivität die Hydrolyse des RNA/DNA-Stranges ermöglicht. Der Hetero-
duplex zerfällt und wird anschließend durch die DNA-Polymerase-Aktivität der RT zur Doppel-
strang-DNA komplettiert. Die Integration der genetischen Information erfolgt nach Transport der 
DNA-Doppelhelix in den Wirtszellkern durch die im Zytoplasma ebenfalls freigesetzte Integrase, 
es entsteht das Provirus. Im Wirtsgenom befindet sich nun die provirale DNA, flankiert von regu-
latorischen Kontrollsequenzen, die unter dem Begriff Long Terminal Repeats (dt.: lange terminale 
Wiederholung, LTR) zusammengefasst sind. Ob das Provirus transkribiert wird oder latent vor-
liegt und bei jeder Zellteilung an die Tochterzelle weitergegeben wird, hängt vom Aktivierungs-
zustand der Zelle ab [53]. Ist die T-Zelle aktiviert, kommt es zur Transkription der integrierten 
DNA und zur Translation der viralen RNA. Dabei werden über 30 verschiedene RNA-Spezies aus 
der viralen 9 kb RNA durch differenzielles Spleißen gebildet. Die dabei entstehenden viralen 
mRNA-Moleküle kodieren für die essentiellen regulatorischen Proteine Tat, Rev sowie Nef, wo-
bei Tat und Rev die Bildung von ungespleißter und einfach gespleißter RNA regulieren. Die un-
gespleißte RNA dient entweder als genomische RNA, welche in neue Viruspartikel verpackt wird, 
oder als mRNA zur Translation von Gag- und Pol-Vorläuferproteinen. Die gespleißte mRNA fun-
giert als Translationsmatrix für die Gene env, vif, vpr, und vpu. Die virale Protease spaltet die 
Gag- und Pol-Vorläuferproteine in die einzelnen funktionellen Proteine. Die Synthese des Env-
Vorläuferproteins gp160 erfolgt aus einer gespleißten viralen mRNA. Die Selbstaggregation der 
viralen Proteine zu neuen Viruspartikeln erfolgt an der Zellmembran. Als Erbinformation für ei-
nen neuen Infektionszyklus wird ungespleißte mRNA in das Viruspartikel verpackt und die neu-
gebildeten Viren knospen aus der Wirtszelle aus, was als „budding“ (dt.: Ausknospung) bezeich-
net wird. 
1.1.5 Natürliche Inhibitoren gegen HIV 
Einige natürliche Faktoren im Körper des Menschen wirken inhibierend auf HIV, vermögen es 
allerdings nicht, HIV aus dem Körper komplett zu entfernen und so eine vollständige Eliminie-
rung des Virus zu erreichen. 
Die ß-Chemokine RANTES, MIP-1α und MIP-1β dienen als physiologische Liganden des CCR5-
Rezeptors und konkurrieren mit HIV um die Bindungsstelle [55, 57, 58]. Neben den β-
Chemokinen gibt es noch weitere Chemokine, die die HIV-Infektion inhibieren, wie zum Beispiel 
Interleukin-16 (IL-16), welches von aktivierten CD8+-Zellen sezerniert wird und durch die Bin-
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dung an den CD4-Rezeptor die HIV- sowie SIV-Replikation inhibiert [59, 60, 61]. Nach anfängli-
cher Euphorie wurde jedoch schnell klar, dass die β-Chemokine sowie IL-16 zwar wirksame Inhi-
bitoren von HIV sind, aber selbst in Kombination mit anderen inhibierenden Substanzen keine 
komplette Klärung des Virus vermögen und somit als Therapeutikum keine Verwendung finden 
können.  
Der wirtsspezifische Restriktionsfaktor TRIM5α (Tripartite Motif Protein 5α) inhibiert durch 
seine Assoziation mit dem HIV-1 Kapsid den Eintritt des Virus in die Zelle [62, 63]. Jedoch kön-
nen nur einige TRIM5α-Varianten, bevorzugt die von Altweltaffen, mit dem HIV-1 Kapsid eine 
Assoziation eingehen. Das TRIM5α vom Klammeraffen, zu den Neuweltaffen zugehörig, inhi-
biert zusätzlich noch SIVmac und SIVagm signifikant [64]. Das TRIM5α von Rhesusaffen lässt 
HIV-1 zwar noch in die Zelle eintreten, allerdings entsteht ein Block vor der Reversen Transkrip-
tion, wodurch eine effektive Replikation des Virus und somit eine Infektion der Rhesusmakaken 
durch HIV-1 verhindert wird [65].  
1.2 Immunologie: Humorale und zelluläre Immunantwort 
1.2.1 Humorale Immunantwort  
Innerhalb der ersten 4-5 Wochen nach Infektion kommt es zur Bildung von Antikörpern (Sero-
konversion), zuerst hauptsächlich gegen das Kapsidprotein Gag und das Hüllprotein Env, später 
auch gegen alle anderen viralen Proteine. Die früh gebildeten Antikörper gegen das Hüllprotein 
werden beim Nachweis einer HIV-Infektion als die zu bestimmende Größe herangezogen. Unter 
den gebildeten Antikörpern sind auch neutralisierend wirkende, welche die Bindung des Virus an 
die Zelle verhindern und zur Viruslyse führen. Aus Serum HIV-infizierter Patienten isolierte An-
tikörper haben nur eine schwache neutralisierende Wirkung auf Primärisolate von HIV-1, meis-
tens binden sie an einer Stelle des Hüllproteins, welche für den Viruseintritt in die Zelle nicht 
kritisch ist, und wirken somit nicht neutralisierend [66]. Neutralisierende Antikörper sind gegen 
verschiedene neutralisierende Domänen gerichtet, wie der dritten hypervariablen Schleife (V3 
loop) des Envelope-Glykoproteins, der CD4 Bindungsseite von Env und dem Transmembrangly-
koprotein gp41. Des Weiteren ist die hypervariable Schleife der Interaktionspartner zwischen dem 
Envelope-Glykoprotein und den Chemokin-Rezeptoren. Einige Env-spezifische Antikörper wei-
sen eine infektionsverstärkende Wirkung auf, dies ist auch bei anderen retroviralen Infektionen in 
verschiedenen Tiermodellen (Affen, Katzen und Pferde) nachgewiesen worden [66, 67, 68, 69, 
70]. Spezifische Antikörper gegen die hypervariable Schleife sind die ersten zirkulierenden neut-
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ralisierenden Antikörper im Körper eines HIV-Infizierten. Den neutralisierenden Antikörpern 
wird eine wichtige Rolle in der späteren Kontrolle des Virus zugeschrieben, dennoch können sie 
im Körper keine Kontrolle der Virusreplikation bewirken [71], da es immer zur Bildung von 
Fluchtmutanten kommt.  
 
Abb. 6: Flucht vor der Antwort neutralisierender Antikörper (100) 
 
Trotz neutralisierender Antikörper kann HIV das Immunsystem umgehen und unterdrücken. Es 
gibt mehrere Gründe für das Versagen des Immunsystems bei fortschreitender Krankheit hin zu 
AIDS. Aufgrund der hohen Fehlerrate der Reversen Transkriptase, der RNA Polymerase und der 
hohen Replikationsrate entstehen virale Varianten, die dem Immunsystem besser oder schlechter 
entgehen. Nach akuter Infektion entwickeln   sich   neutralisierende   Antikörper  nur sehr  lang-
sam, sie sind  spezifisch  für frühere  Isolate eines Patienten und üben Selektionsdruck aus. Das 
Virus entgeht dem Immunsystem sehr schnell, da es neue Varianten generiert, die von den initia-
len Antikörpern nicht erkannt werden, die sogenannten Fluchtmutanten. Wie in Abb. 6 schema-
tisch dargestellt, entsprechen die Antikörper nicht der aktuellen Viruspopulation und werden so-
mit unwirksam. Dieser Vorgang wiederholt sich immer wieder [71]. Die Resistenzbildung ist bei 
cross-clade spezifischen Antikörpern (dt.: subtyp-übergreifenden Antikörpern) eher gering. Die 
schützende Wirkung dieser Antikörper wurde bereits einzeln oder in Kombination durch passiven 
Transfer im Tiermodell unter Beweis gestellt [72]. Wenn die genaue Struktur zur Induktion eines 
solchen Antikörpers bekannt wäre, könnte durch Nachbildung ein Immunogen geschaffen werden, 
welches den gleichen neutralisierenden Antikörper induziert, der ursprünglich in Langzeitüberle-
benden gefunden wurde [73].  
Durch die Aktivierung der Komplementkaskade [74] können infizierte Zellen oder Viren mit Li-
pidhülle durch Lyse zerstört werden. Diese Virolyse kann direkt oder unter Mitwirkung von Anti-
körpern erfolgen [75]. Da der Membranangriffs-Komplex das Ziel durch Aufbau eines osmoti-
schen Dichtegradienten vernichtet, dieser aber bei HIV nicht sehr ausgeprägt und dadurch für die 
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osmotische Lysis nicht so anfällig ist, geht man davon aus, dass nur das Auflösen der Virus-
Membran das Virus schädigen könnte [76, 77]. Allerdings bietet möglicherweise die herkunftsbe-
dingte Integration bestimmter zellulärer Membranproteine wie CD46, CD55 und CD59 in die 
Hülle dem Virus in vivo Schutz vor Angriffen des Komplementsystems [78, 79, 80], wohingegen 
die HIV-Stämme in vitro sehr wohl eine Aktivierung der Komplementkaskade in Patientenseren 
induzieren [81, 82, 83]. 
Wie die Komplementkaskaden-Aktivierung ist die antikörperabhängige zelluläre Toxizität 
(ADCC) ebenfalls ein Mechanismus der humoralen Immunabwehr gegen HIV. Die ADCC ist ein 
Vorgang, bei dem der variable Teil des Antikörpers an die Virus infizierte Zelle bindet und diese 
somit opsonisiert. Spezialisierte Killerzellen erkennen über den Fc-Teil der Antikörper die virus-
infizierte Zelle und vernichten sie. Die ADCC ist schon in der frühen Phase der Infektion in vitro 
nachweisbar und weist ein breites Spektrum auf [84, 85].  
1.2.2 Zelluläre Immunantwort  
Eine weitere wichtige Rolle in der Kontrolle der Virusreplikation und somit der Etablierung einer 
HIV-Infektion nehmen die zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) und die T-Helfer Zellen ein [32]. 
Das Auftreten von HIV- bzw. SIV-spezifischen CTL erfolgt schon innerhalb der ersten Woche 
nach Exposition und korreliert stark mit dem rapiden Abfall der primären Virämie in den periphe-
ren mononukleären Blutzellen (PBMC) wie auch im Plasma [86, 87, 88]. HIV-spezifische CTL 
sind in beträchtlicher Anzahl in verschiedenen Organen und Körperflüssigkeiten von HIV-
Infizierten zu finden, wie dem peripheren Blut, dem lymphatischen Gewebe, der Milz, der vagina-
len Mukosa sowie der Spermienflüssigkeit und dem Liquor [71]. Durch Zell-Zell-Kontakt können 
CTL HIV-infizierte Zellen in vitro lysieren und eine Ausbreitung der Infektion auf die virale 
Replikation durch Zytokinsekretion verhindern oder fördern. Die betreffenden Zytokine sind In-
terferon-γ (INFγ), welches die HIV-Replikation inhibiert, und Tumor-Nekrose-Faktor-α (TNFα), 
welcher durch Aktivierung des HIV-Promotors der 5’-LTR die Virus-Replikation hochreguliert 
[89]. Außerdem werden die β-Chemokine MIP-1α, MIP-1β und RANTES sezerniert, welche 
durch Konkurrenz um bzw. Herunterregulierung des CCR5-Korezeptors den Eintritt von HIV in 
die Zelle unterdrücken [58, 71]. CTL sind in der Lage, infizierte Zellen zu erkennen und zu lysie-
ren, bevor die Knospung von neuen Viruspartikeln vollzogen wurde [90]. 
Einen Hinweis, dass CD8+-T-Zellen an der Kontrolle einer HIV-Infektion beteiligt sind, liefert 
eine Studie, in welcher Rhesusmakaken vor einer Infektion mit SIVmac die CD8+-Zellen deple-
tiert wurden [91]. Die unbehandelten Kontrolltiere konnten ihre Viruslast nach dem initialen An-
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stieg auf ein normales Niveau senken, wohingegen sich die Viruslast der CD8+-T-Zell-
depletierten Tiere auf ein deutlich höheres Niveau einstellte.  
Die Flucht des Virus vor der CTL Immunantwort des Körpers während der akuten und chroni-
schen Infektion ist ein anderer Weg, dem Immunsystem zu entgehen. CTL erkennen virale Pepti-
de auf HIV-infizierten Zellen und lysieren diese. Erfolgt nun eine Mutation, die eine Aminosäure 
des Peptids verändert, ist es möglich, dass das Peptid entweder von HIV-spezifischen CTL nicht 
mehr erkannt wird oder aufgrund der Mutation von der HIV-infizierten Zelle nicht präsentiert 

































































































Abb. 7: Die Antwort des Immunsystems auf HIV als Auslöser für AIDS [93] 
 
HIV-1 produziert in einer infizierten Person 109-1010 Viruspartikel pro Tag, jedes Viruspartikel 
mit ein oder zwei neuen Mutationen [94, 95]. Allerdings sind durch diese Mutationen nicht alle 
neuen Virionen replikationsfähig und infektiös. Mit steigender Viruslast steigt die Wahrschein-
lichkeit für Mutationen, die zur Bildung von Fluchtmutanten führen können (Abb. 7) [93]. 
Ein weiterer Grund für die Persistenz der HIV-Infektion, trotz Therapie, sind intrazelluläre HIV-
Reservoire. Reservoire dienen dem Virus dazu, dem Druck durch das Immunsystem und anti-
retrovialer Therapie standzuhalten und im Wirt zu persistieren. Als Reservoir dienen aktivierte, 
ruhende („Resting“, im G1-Stadium der Zellteilung) und ruhende („Quiescent“, im G0-Stadium 
der Zellteilung) T-Zellen sowie Dendritische Zellen und Makrophagen. Letztere werden mit Hilfe 
des CCR5-Ko-Rezeptors infiziert, haben infiziert eine Halbwertszeit von 14 Tagen und gelten als 
die bedeutendsten Reservoire, weil die Plasmavirämie hauptsächlich durch diese Makrophagen 
aufrechterhalten wird. Die „Resting“ T-Zellen und die Dendritischen Zellen haben eine Halb-
wertszeit von sechs Monaten, wobei letztere direkt infizierbar sind, die Virionen einschließen und 
an CD4+-Zellen weitergeben. Bei Follikulären Dendritischen Zellen im lymphatischen Gewebe 
und bei „Quiescent“ T-Zellen geht man von einer Halbwertszeit von 44 Monaten aus [6, 53]. 
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1.2.3 Haplotyp und MHC-Molekül 
Die Humanen Leukozyten Antigene (HLA) sind die Genprodukte eines hoch variablen Gen-
komplexes auf dem kurzen Arm des Chromosom 6 des menschlichen Genoms und erhielten ihre 
Bezeichnung aufgrund der Entdeckung im Zusammenhang mit Transplantationsstudien. Der 
HLA-Genort codiert für hochpolymorphe Oberflächenglykoproteine der Klasse I und II, die als 
MHC-Moleküle (major histocompatibility complex, Haupthistokompatibilitätskomplex) bezeich-
net werden. CD8+-CTL präsentieren unterschiedlichen zirkulierenden Zellen auf ihren MHC-I-
Molekülen eigene und virale Peptide (Abb. 8) [96].  
 
Abb. 8: Bildung eines T-Zell-Rezeptor-MHC-I-Komplexes mit eingeschlossenem viralen Peptid 
 
Es bildet sich eine immunologische Synapse heraus. Der für MHC-I-Moleküle codierende Genlo-
cus ist durch serologische Verfahren definiert worden und erhielt die Bezeichnung HLA-A, -B 
und -C. Das MHC-I-Molekül setzt sich aus einer α-Untereinheit mit drei Domänen und dem 
β-Mikroglobulin zusammen. Das MHC-II- Oberflächen-Molekül ist ein Heterodimer aus einer 
hochpolymorphen α-Kette und einer β-Kette und befindet sich auf der Zelloberfläche von B-
Zellen, Makrophagen und anderen antigenpräsentie-renden Zellen. Dort präsentieren sie CD4+- T- 
Helfer- Zellen vornehmlich exogene Peptide. Der für MHC-II-Moleküle  codierende  Genlocus  
ist die D-Region der HLA und erhielt die Bezeichnung HLA-DR, -DQ und -DP. Da die MHC-I-
Moleküle die viralen Peptide präsentieren, spielen nicht nur die CTL in der Kontrolle einer HIV-
Infektion eine tragende Rolle, sondern ebenso die MHC-Moleküle. Der Polymorphismus und die 
Polygenität dieses Genbereichs führen zu einer hohen Variabilität im Haplotyp und zur Varianz 
von Mensch zu Mensch [97]. Somit ist das Repertoire der präsentierbaren Peptide definiert, diese 
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sind optimaler Weise 8-10 Aminosäuren lang. Die bekannten CTL-Epitope im viralen Genom 
sind in der Veröffentlichung von Frahm et al. (2006) in der HIV-Datenbank Los Alamos zusam-
mengefasst (http://www.hiv.lanl.gov/content/immunolgy /maps/ ctl/ctl.pdf).  
Verschiedene Haplotypen scheinen sich auch im Verlauf der Infektion zu unterscheiden, bei-
spielsweise haben verschiedene Arbeitsgruppen Hinweise darauf gefunden, dass Patienten mit 
dem heterozygoten Haplotyp HLA-B27 und -B57 langsam progressieren. Patienten mit dem 
HLA-Typ B35 scheinen sehr empfänglich für einen schnellen Verlauf der Krankheit zu sein, bei 
homozygoten Patienten verstärkt sich dieser Effekt [58, 71, 90].  
Die MHC-Moleküle für Rhesus-Makaken scheinen polymorpher als die humanen zu sein und 
werden mit dem Präfix Mamu (Macaca mulatta) versehen (Nomenklatur von Klein and Figueroa 
[97]). Während es beim Menschen jeweils nur einen locus (A-C) pro MHC-I-Molekül gibt, exis-
tieren bei Makaken beim Haplotyp A* 1-3 loci bei B* 1-4 loci und kein locus für C. Im Gegensatz 
zu Menschen, Gorillas und Schimpansen tritt das Phänomen des fehlenden C locus auch bei ande-
ren nicht-menschlichen Primaten auf. Bis jetzt ist nicht bekannt, welcher Genlocus die Aufgaben 
(Erkennung von Natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) durch Runterregulierung der MHC-
Moleküle) für HLA-C bei den Makaken übernimmt. Die Variabilität des Genlocus für die MHC-
II-Moleküle (DQ, DP und DR) scheint sich in Kontrast zum MHC-I-Molekül genau umgekehrt zu 
verhalten, bei Menschen sehr komplex und bei Makaken weniger polymorph. Wie auch beim 
Menschen wurden einige Studien zum Krankheitsverlauf bezüglich des Haplotyps in Rhesusma-
kaken durchgeführt. Hierbei stellte sich heraus, dass Tiere mit dem Haplotyp Mamu-A*11 einen 
langsameren Verlauf der Krankheit aufwiesen [56, 98, 99] (http://www.dpz.gwdg.de/genetik/ 
poster/150500.pdf). 
Bei den Schweinsaffen sind nur einige Haplotypen bekannt, diese werden mit dem Präfix Mane 
(Macaca nemstrina) versehen. Die bekannten MHC-II-Moleküle sind Mane-DRB*01 bis *05 
[100] und die bislang veröffentlichten MHC-I-Moleküle sind diverse Mane-A*, Mane-B* und 
Mane-E* [101, 102].  
Der Genlocus sowie MHC-Moleküle der Afrikanischen Grünen Meerkatze (AGM) sind bislang 
noch nicht bekannt. 
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1.2.4 Pathogenese der HIV/SIV Infektion 
 
Abb. 9: Photos verschiedener Primatenspezies in natürlicher Umgebung 
A: Macaca mulatta; http://de.wikipedia.org/wiki/Bild:Rhesus_Macaques.jpg 
B: Chlorocebus aethiops;http://animals.nationalgeographic.com/animals/photos/monkeys/vervet-  
monkey_image.html 
C: Macaca nemestrina; http://www.is-naturfotografie.de/ 
 
Eine Infektion mit Immundefizienzviren verläuft im nicht-natürlichen Wirt (HIV-Infektion im 
Menschen, SIVmac-Infektion bei M. mulatta; Abb. 9A) gänzlich verschieden zum natürlichen 
Wirt (Tab. 1). Im nicht-natürlichen Wirt treten nach einem Jahr (SIVmac-Infektion bei 
M. mulatta) bis 10 Jahren (HIV-Infektion im Menschen) AIDS-Symptome auf (Depletion von 
CD4+-Lymphozyten, Zerstörung der Lymphknoten, opportunistische Infektionen), die letztendlich 
zum Tod führen. Der natürliche Wirt hingegen bleibt trotz gleicher Viruslast wie in nicht-
natürlichen Wirten von der Infektion bis ins hohe Alter unbeschadet [103, 104, 105, 106] und lebt 
mit dem Virus sozusagen in Koexistenz. Mittlerweile sind über 30 verschiedene Primatenspezies 
bekannt, die endemisch mit ihren eigenen SIV-Stämmen infiziert sind [36, 107] (Tabelle 1).  
Vor einigen Jahren wurde festgestellt, dass den AGM (Chlorocebus aethiops; Abb. 9B) eine anti-
Gag Antikörperreaktion fehlt [106], wohingegen mit gleichem Virus infizierte Schweinsaffen 
(Macaca Nemestrina; Abb. 9C) eine starke Reaktion ausbilden [108, 109]. Dies impliziert einen 
Status der Immuntoleranz bezüglich SIVagm Gag in AGM. In vielen anderen natürlichen Wirten 
(Sootymangabeys, Red-capped-mangabeys, L’hoest Monkeys) wurde solch eine vermeintliche 
Toleranz gegen Gag gefunden, was darauf hindeutet, dass dies einem gemeinsamen Mechanismus 
zu Grunde liegt. Das heißt, dass gegen ein sehr früh gebildetes und zahlreich vorhandenes Protein 
keine Immunantwort aufgebaut wird. 
In einigen in vivo Studien konnte gezeigt werden, dass die gleichen simianen Viren in nicht-
natürlichen Wirten AIDS verursachen (HIV-1, HIV-2, SIVmac etc) [38, 108, 109]. So verursacht 
beispielsweise auch SIVagm in Schweinsaffen (M. nemestrina) simiane AIDS-ähnliche Sympto-
me, wohingegen in AGM bei Infektion mit dem gleichen Virus keinerlei Krankheitssymptome 
auftreten. In der nachfolgenden Tabelle sind simiane Immundefizienzviren in ihren natürlichen 
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und nicht-natürlichen Wirten sowie eine Zusammenfassung der Replikationsmöglichkeit der Vi-
ren in humanen Zellen dargestellt. 
Tabelle 1: Einige der SIV und ihre Möglichkeit zur Transmission [35, 44, 110, 111, 112, 113] 
 
natürlicher Wirt nicht-natürlicher Wirt Replikation in humanen Abstam-
mungslinien Virus apathogen pathogen Lymphozyten Makrophagen
1. SIVcpz SIVcpz Schimpansen  Mensch (HIV-1) x x 
2. SIVsm SIVsm Graue Halsbandman-gaben 





3. SIVagm SIVagm 
AGM (Vervet, Grivet, 
Tantalus, Sabeus) 
Schweinsaffe x x 
4. SIVsyk SIVsyk Syke's Affe  - - 
SIVl'hoest L'hoest Monkey Schweinsaffe x x 
SIVmnd-1 Mandrill  x - 5. SIVl'hoest 
SIVsun Sun-tailed Monkey Schweinsaffe - - 
SIVgsn Greater Spot-nosed Monkey    
SIVmus Mustached Guenon    6. SIVgsn 
SIVmon Mona Monkey    
7. SIVcol SIVcol Colobus Guereza    
SIVmnd-2 Mandrill    
SIVdeb De Brazz's Affe    
SIVrcm Red-capped Mangabey  x x 
SIVtal Gabon Talapoin    
SIVwrc Western Red Colobus    
SIVdrl Drill    
SIVolc Olive Colobus    
unklassifiziert 
SIVschm Schmidt's Guenon    
 
Auch im nicht-natürlichen Wirt Rhesusmakaken gibt es schneller und langsamer progressierende 
Tiere. Aufgrund einiger Untersuchungen ist dieses Phänomen auch in nicht-humanen Primaten 
auf die vornehmlich homozygote Verteilung bestimmter Haplotypen zurückzuführen. Beispiels-
weise stehen die Haplotypen Mamu-A*11 und -B*03, -B*04 sowie -B*17 für einen gemäßigten 
Verlauf der Krankheit [56, 99, 114].  
Wie alle simianen Immundefizienz-Viren der natürlichen Wirte (Tab. 1) hat auch SIVagm das 
Potential, als mögliches HIV-3 auf die menschliche Population überzuspringen [44]. 
Des Weiteren wurde festgestellt, dass das Immunsystem bei einer HIV-Infektion im Menschen 
bzw. SIVmac-Infektion in Rhesusmakaken hyperaktiviert ist. Im natürlichen Wirt hingegen konn-
te kein höherer Aktivierungszustand von CD4+T-Zellen (Koexpression von HLA-DR auf CD4+-
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T-Zellen) detektiert werden, weder bei einer SIVagm-Infektion in den AGM noch bei einer 
SIVsm-Infektion in den Halsbandmangaben [115, 116, 117]. Möglicher Weise wird das stetig 
durch Immundefizienzviren aktivierte Immunsystem in nicht-natürlichen Wirten ausgezehrt und 
bricht dadurch letztendlich vollständig zusammen. 
1.3 Impfstoffstrategie gegen HIV 
Die Möglichkeit, die HIV-Pandemie durch die Entwicklung eines effektiven und sicheren Impf-
stoffes einzudämmen, scheitert derzeit an der Andersartigkeit der Biologie von HIV gegenüber 
anderen Viren wie Masern oder Influenza. Gegen diese Viren konnten erfolgreich Impfstoffe ge-
neriert werden. Die Masernschutzimpfung ist ein attenuierter Lebendimpfstoff und die Influenza-
schutzimpfung beruht auf einem inaktivierten und gespaltenen Proteinimpfstoff [118], bei HIV 
gelang das selbst nach über 20-jähriger Aktiv-Forschung noch nicht.  
1.3.1 Das Modellsystem SIV im Tier 
HIV ist nicht in der Lage andere Spezies als den Menschen zu infizieren, wodurch es als Agens 
für Impfstoff- und Therapeutika-Studien wegfällt. Schimpansen lassen sich zwar mit HIV-1 expe-
rimentell infizieren, dies ist aber meist schwerlich und ohne Pathogenese [119]. Die Infektion von 
Rhesus und Cynomolgus Makaken mit SIVmac ist das am weitesten verbreitete Modelsystem für 
HIV, da SIVmac in einem nicht-natürlichen Wirtssystem beobachtet werden kann und sich nach 
kurzer Zeit simiane AIDS-Symptome einstellen. Die erstmalig beobachtete Infektion von Rhe-
susmakaken erfolgte versehentlich, da die auf natürliche Weise infizierten grauen Halsbandman-
gaben mit den asiatischen Rhesusaffen zusammen gehalten wurden und so eine Übertragung von 
SIVsm (im Rhesusaffen als SIVmac bezeichnet) möglich war. Das so gefundene Pendant zu HIV 
im Menschen dient seitdem als Modellsystem. Die mit HIV-Infektionen im Menschen vergleich-
bare Pathogenese erfolgt allerdings bei Rhesusaffen sehr viel schneller, so dass schon nach sechs 
Monaten Krankheitssymptome auftreten können (persönliche Mitteilung Dr. S. Norley). 
Da Tierschutz- und Sicherheitsrichtlinien die Haltung dieser nichtmenschlichen Primaten stark 
beschränken, wird so auch die Anzahl und Größe der Studien limitiert und ein anderes Modellsys-
tem wünschenswert. 
Die schnelle Evaluierung von HIV-Therapeutika scheitert an HIV-empfänglichen kleinen Ver-
suchstieren, die leicht zu handhaben und zu halten sind. Zumindest im Hinblick auf dieses Defizit 
könnte durch die Generierung von Sprague-Dawley Inzuchtratten, die den HIV-1 Rezeptorkom-
plex (humane CD4- und CCR5-Rezeptoren) auf T-Zellen und Makrophagen exprimieren, ein gro-
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ßer Fortschritt erfolgt sein. Mit diesen Tieren ließen sich Medikamente zur HIV-Therapie schnel-
ler testen, die den Viruseintritt oder die Reverse Transkription blockieren, ohne auf Xe-
notransplantate mit humanen hämatopoetischen Zellen oder Geweben in immundefizienten Maus-
stämmen zurückgreifen zu müssen [120]. Soll die Immunantwort charakterisiert oder HIV-
Impfstoffe getestet werden, kann im Moment nur auf das SIV-Modellsystem in verschiedenen 
Primatenspezies zurückgegriffen werden.  
1.3.2 Entwicklung von AIDS Impfstoffen 
Die direkten Kosten für die HAART-Therapie eines Patienten in Europa belaufen sich auf etwa 
20.000-30.000 Euro pro Jahr [121, 122]. Selbst eine Kombina-tion von Generika senkt die Kosten 
für die vor allem betroffenen armen Länder in Afrika nur auf 1 Dollar pro Tag, was für den größ-
ten Teil der dortigen Bevölkerung nicht tragbar ist [123]. Demzufolge hat die überwiegende 
Mehrheit der HIV-Infizierten nur unzureichenden oder überhaupt keinen Zugang zu dieser Thera-
pie. Die Suche nach einem Impfstoff muss weiterhin vorangetrieben werden, da weder antiretrovi-
rale Therapien noch Anstrengungen des öffentlichen Gesundheitswesens zur Verminderung des 
Risikoverhaltens es bislang vermochten, die weltweite Ausbreitung von HIV/AIDS einzudäm-
men. Uganda konnte regional eindrucksvoll beweisen, dass Aufklärungs- und Präventionskam-
pagnen sehr wohl zu einer Verminderung der Infektionsrate führen können. Durch das ABC-
Programm („Abstinence - Be faithful - Condom usage“, dt.: Abstinenz - Treue - Kondom-
gebrauch) konnte die Infektionsrate von 30 % auf 6 % gesenkt werden (http://www.avert.org 
/aidsuganda.htm). Die global aktuell durchgeführten HIV-Impfstoffstudien sind im IAVI-Report 
2007 (Internationale AIDS Vakzin Initiative mit Sitz in New York) zusammengestellt. 
Effektivität und Sicherheit sind die hauptsächlichen Anforderungen an ein Vakzin. Für HIV hieße 
das, dass der HIV-Impfstoff nach wenigen Impfungen eine Immunität verleihen (Eliminierung 
aller eingedrungen Viren und keine Möglichkeit für HIV Reservoire zu bilden) und sicheren 
Schutz vor mehreren HIV-Typen bieten müsste. Wünschenswert wären zudem eine gute Appli-
zierbarkeit (per Injektion oder als Schluckimpfung), eine lange Lagerfähigkeit selbst bei höheren 
Temperaturen (beispielsweise für die ungenügende Kühlung in unterversorgten afrikanischen 
Endemiegebieten) sowie eine kostengünstige Produktion. 
Die traditionellen Impfstoffe wie lebend, attenuierte Viren (aufgrund der Integration ins Genom), 
inaktivierte Viren und rekombinante Proteine (beide letztgenannten zeigen Limitierungen auf 
bestimmte Virussubtypen) zeigten sich bei HIV mit seiner einzigartigen Biologie nicht sehr ge-
eignet, eine breite und dauerhafte Immunität im Organismus zu etablieren [118].  
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Lebend, attenuierte Viren erzielten bei Masern, Polio und Hühnerpocken eine stabile Immunität. 
Bei HIV allerdings resultierte die versehentliche Verbreitung des attenuierten Virus (Δnef-HIV-1-
Deletionsmutante in der Sydney Blood Bank Cohort) [124] trotzdem in einem pathogenen Verlauf 
der Infektion, wie auch in Rhesusmakaken gezeigt [125]. Bei Immundefizienzviren ist es bisher 
nicht möglich, eine hohe Replikation des attenuierten HI-Virus zu erreichen, die wahrscheinlich 
nötig für eine schützende Immunität ist und gleichzeitig die Pathogenität des Virus zu eliminieren. 
Ein weiteres Problem bei der Verwendung attenuierter Retroviren besteht darin, dass es aufgrund 
der hohen Mutationsrate zur Reversion des persistierenden Virus in die pathogene Wildtypform 
kommen kann, wenn nur kleine Sequenzänderungen zur Apathogenität führten [126]. Die Rever-
sion der Δnef-HIV-1-Deletionsmutante zum Wildtypvirus kann hier allerdings ausgeschlossen 
werden, da die Deletion eines so großen Genabschnitts durch Mutationen nicht wieder eingefügt 
werden kann. Des Weiteren integrieren Retroviren in das Genom ihrer Wirtszelle und können so 
Insertionsmutagenesen hervorrufen.  
In Rhesusmakaken durchgeführte Versuche ließen anfangs den Schluss zu, dass inaktivierte Viren 
einen Schutz vor Infektion vermitteln. Allerdings wurde später herausgefunden, dass dieser 
Schutz auf eine Reaktion gegen zelluläre humane Proteine beruht und nicht auf das Virus selbst. 
Abgesehen davon limitiert die Verwendung von inaktivierten Viren das Spektrum von neutralisie-
renden Antikörpern auf das Immunisierungsvirus und schließt die Immunantwort der CTL aus 
[127, 128]. 
Der noch heute beim Menschen verwendete Hepatitis B Impfstoff ist ein erfolgreiches Vakzin, 
bestehend aus rekombinantem Protein. Allerdings führte die Verimpfung von rekombinantem 
HIV-Hüllprotein bei Schimpansen nur zu einem moderaten Titer neutralisierender Antikörper mit 
limitiertem HIV-Spektrum, der auch nur dann auftrat, wenn Impfprotein und Infektionsvirus die 
gleiche Sequenz im Hüllprotein auswiesen [129]. Versuche im SIV/Rhesusaffenmodell zeigten, 
dass zwar hohe Titer HIV-neutralisierender Antikörper gebildet wurden, ein Infektionsschutz ge-
gen SIV aber ausblieb [130]. Außerdem wurden, wie auch bei klinischen Versuchen im Men-
schen, die zytotoxischen T-Zellen nicht angesprochen. 
Es scheint beim Impfstoff gegen Immundefizienzviren eine Voraussetzung zu sein, dass die hu-
morale sowie die zelluläre Immunantwort gleichzeitig angesprochen wird, beides wird durch mo-
dernes Impfstoff-Design, wie DNA-Impfstoffe und lebend-rekombinante Vakzine, realisiert. 
Die Vakzinierung mit nackter DNA ist eine einfache, jedoch sehr effektive Immunisierungsme-
thode. Diese kombiniert zahlreiche Vorteile, wie die lange Haltbarkeit, geringe Herstellungskos-
ten und eine leichte Applikation, mit einer robusten T-Zell-Antwort. Durch die fehlende Vektor-
Immunantwort wird diese Methode oft als „Prime“ in einer „Prime-Boost“-Strategie benutzt 
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[131]. Durch Immunisierung mit DNA-Vakzinen konnte gezeigt werden, dass intramuskulär inji-
zierte DNA in Kombination mit Immunomodulatoren (Zytokinen) und Adjuvanzien eine starke 
zelluläre Immunantwort vier Wochen nach Prime-Immunisierung in Rhesusmakaken auslöst 
[132].  
Die lebend-rekombinanten Impfstoffe bestehen aus dem oder den interessierenden HIV-Gen(en), 
eingebettet in einen lebenden, replikationsfähigen Mikroorganismus, der als Träger für die Gene 
dient. Nach Infektion mit dem Mikroorganismus entwickelt der Körper eine Immunantwort humo-
raler und zellulärer Art gegen die Vektorgene aber auch gegen das unter Kontrolle eines eukary-
ontischen Promotors stehende HIV-Gen. Meist wird ein Pocken- (Vaccinia - Kuhpocken, Modi-
fied Vaccinia Ankara-Virus (MVA) oder Kanarienpocken) oder Adeno- bzw. adeno-assoziiertes 
Virus als Träger verwendet. Vor allem werden durch dieses Vektorsystem die CTLs angespro-
chen, da durch den Vektor das HIV-Gen intrazellulär gebildet wird und somit für optimale MHC-
I-Molekülbindungen zu Verfügung steht [118].  
Das Vaccinia-Virus, benutzt um weltweit die Pocken zu eliminieren, kann in immungeschwächten 
Impflingen eine tödliche Enzephalitis verursachen [133]. Aufgrund dessen kann diese Impfstoff-
variante gerade in den unterversorgten Endemiegebieten Afrikas für HIV nicht in Frage kommen. 
MVA ist ein durch mehrere Passagen eines parenteralen Vaccinia-Stammes auf Hühnerembryo-
fibroblasten erzeugtes Virus, das viele Deletionen aufweist, so dass die Pathogenität eliminiert, 
aber die Infektiosität und Immunogenität erhalten wurde. In nichtmensch-lichen Primaten (Cyno-
molgus Makaken, Macaca fascicularis) konnte durch Kombination unterschiedlicher Immunisie-
rungsvektoren (DNA/Semliki-Forest-Virus (SFV)/MVA) mit mehreren SIVmac-Genen und an-
schließender SIVmac-Infektion gezeigt werden, dass eine starke CTL-Immunantwort ausgebildet 
wird. Die Viruslast von drei der vier Tiere war bis zu 41 Wochen nach „Challenge“ (dt.: Virusbe-
lastung, Virusinfektion im Tierversuch) unter die Nachweisgrenze gesunken [134]. Die Erzeu-
gung einer sterilen Immunität in Makaken misslang. Mittlerweile ist MVA in einigen Phase I und 
II Studien zur Boosterimmunisierung im Einsatz und zeigt eine gute Verstärkung der Immunant-
wort gegen HIV. Die Kanarienpocken erwiesen sich als limitiert in ihrer Immunogenität bei Ver-
suchen in Menschen [135], allerdings konnte in Phase I und II Studien in Kombination mit re-
kombinantem Protein als „Boost“ eine HIV-spezifische ADCC generiert werden [136]. 
Die Adenovirusvektoren wurden ursprünglich für die Gen-Therapie entwickelt und erwiesen sich 
als sehr immunogen im Maus- und nichthumanen Primatensystem [137, 138, 139, 140]. Das Prob-
lem der spezifischen Antikörperbildung gegen frühere Adenovirusinfektionen im Menschen will 
man umgehen, indem man seltene Serotypen, denen Menschen vor der Immunisierung noch nicht 
ausgesetzt waren, oder Adenoviren simianen Ursprungs benutzt. 
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Eine hoffnungsvolle Phase III Studie (Merck V520 STEP Studie) wurde vorzeitig abgebrochen, 
nachdem bekannt wurde, dass die Gruppe der Impflinge eine höhere Infektionsrate aufwies als die 
Placebogruppe. Hier wurde ein Adenovirusvektor mit dem Serotyp 5 zur Immunisierung benutzt, 
der die HIV-1CladeB Proteine Gag, Pol und Nef exprimiert. Für das Fehlschlagen wird die durch 
den Adenovirusvektor aktivierte Schleimhaut gesehen, die durch den Aktivierungszustand eine 
höhere Wahrscheinlichkeit der HIV-Aufnahme besitzt [141, 142, 143]. 
Das schon erwähnte Semliki-Forest-Virus (SFV) gehört ebenso wie das Venezuelanische Equine 
Enzephalitisvirus zu den Alphaviren, die mit den adeno-assoziierten Viren ein Vektorsystem für 
die Immunisierung darstellen und oft in Kombination mit anderen Immunisierungsvektoren und -
varianten benutzt werden [118]. Bakterielle DNA-Trägersysteme sind beispielsweise das attenu-
ierte Mycobakterium Bacille Calmette-Guerin, attenuierte Salmonella- oder Listeria-Enterica-
Stämme [144]. Mittlerweile sind über 13 verschiedene Systeme bekannt, wie Antigene appliziert 
werden können [94].  
Die einzige abgeschlossene Phase III Studie (AIDSVax B/B, Thailand und parallel in einer abge-
änderten B/E-Variante in Europa und den USA) mit einem auf gp120 Proteinen verschiedener 
HIV Subtypen basierenden Impfstoffkandidaten, kam zu dem enttäuschenden, jedoch nicht uner-
warteten Ergebnis, dass Impflinge im Mittel keinen verbesserten Schutz gegen eine HIV Infektion 
gegenüber der Gruppe, der ein Placebo gespritzt wurde, besitzen [139] (AIDSVAX 2003). Eine 
aktuell laufende Phase III Studie in Thailand nutzt als „Prime“ ALVAC-HIV-vCP1521 und als 
Boost-Immunisierung AIDSVax B/E, die Ergebnisse werden 2008 erwartet (IAVI-Report 2007). 
Der angestrebte HIV-Impfstoff wird wahrscheinlich aus einer Reihe von unterschiedlichen Immu-
nisierungsmodellen zusammengesetzt sein und Kombinationen verschiedenster DNA-Vakzin-
Varianten beinhalten. Eine Steigerung der Immunantwort, induziert durch DNA-Vakzine, kann 
durch Koapplikation von Zytokinengenen [145] und Codonoptimierung des Zielgens erfolgen 
[146]. 
1.3.3 Codonoptimierung von Genen 
Um die Potenz der DNA-Impfstoffe noch zu steigern, kann die Basensequenz durch Codon-
optimierung derart modifiziert werden, dass das Zielgen wie ein autologes Gen im Säugetier er-
scheint. Die häufiger benutzen Basentripletts zur Anlagerung einer Aminosäure sind nach fort-
schreitender Analyse des menschlichen Genoms und näherer Charakterisierung von stark- bzw. 
schwach-exprimierten Genen verschiedener Spezies in Tabellen zusammengefasst. Die Benut-
zung der Basentripletts ähnelt sich in verschiedenen Säugetierarten sehr, zu Bakterien aber diffe-
riert sie aufgrund des bakteriellen Protein-Biosynthese-Apparates stark. Letztendlich liegt der 
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besseren Expression bestimmter Codons die höhere Verfügbarkeit der entsprechenden t-RNAs zu 
Grunde. Ein Modell zur Codonoptimierung ist die gesteigerte Expression des Grünfluoreszieren-
den Proteins (GFP, aus der Qualle Aequorea victoria) durch die Anpassung an die in Säugetieren 
oder auch Pflanzen verwendeten Basentripletts. So kann das GFP auch in Säugerzellen in der 
gleichen Stärke exprimiert werden, wie es für stark exprimierte zelleigene Gene der Fall wäre. 
Durch die starke Expression des Zielgens wird eine sehr große Menge an endogenem Protein ge-
bildet, welches als Peptid über MHC-I-Moleküle präsentiert wird und somit in einer möglichst 
starken Induktion der zellulären Immunantwort resultiert. Durch komplette Neubildung des Gens, 
z.B. durch Fusion von einzelnen Oligomeren [147], können regulatorische oder inhibitorische 
Sequenzen eliminiert werden. Dies wurde für das Rev-responsive Element (RRE) zur effiziente-
ren Expression von HIV gag-pol durchgeführt [148, 149]. Zusätzlich zum RRE sind in HIV wei-
tere inhibitorische Sequenzen beschrieben, die die Stabilität des RNA-Transkripts beeinflussen 
und sich negativ auf die Expression auswirken. Die Codonoptimierung von HIV-Sequenzen sorg-
te für eine höhere Expression von Gag-Protein in Säugetierzellen und eine verbesserte Immuno-
genität im Mäusemodell [146].  
1.3.4 Gene Gun Immunisierung 
Bei der Immunisierung mittels Gene Gun wurden die Goldpartikel mit unterschiedlichen DNA-
Konstrukten beladen, die einzeln oder in Kombinationen eine Immunantwort induzieren. Diese 
Methode ist als nicht schmerzhaft für die Tiere beschrieben, da die Goldpartikel mikroskopisch 
klein sind und die Hautschichten durchdringen können. Es konnten bisher keinerlei negative Fol-
gen der Gene Gun Methode beobachtet werden. Soll die humorale Immunantwort in Mäusen ge-
steigert werden, wird diese Immunisierung maximal viermal im 14 Tage Rhythmus wiederholt. 
Soll hingegen die zelluläre Immunantwort gesteigert werden, so ist nach Literaturangaben eine 
einmalige Wiederholung der Immunisierung nach ca. 45 Tagen notwendig [145].  
1.4 Zielsetzung der Arbeit 
Die in natürlichen Wirten bei SIVagm-Infektion nachgewiesene fehlende Immunantwort auf ein 
früh und zahlreich gebildetes Protein, das Kernprotein Gag, bildet den hauptsächlich zu charakte-
risierenden Gegenstand dieser Arbeit. Ziel dieses Projektes war es, die immunologischen Grund-
lagen für die Apathogenität der SIVagm Infektion in den Afrikanischen Grünen Meerkatzen 
(AGM) näher zu charakterisieren. Es wurde davon ausgegangen, dass die nach Immunisierung der 




anamnestische Immunantwort auf eine fehlende Kreuzerkennung zwischen exogenem injiziertem 
und endogenem, durch das Virus selbst gebildetem, SIVagmGag zurückgeht. Die anamnestische 
Immunantwort ist eine kurz nach Infektion charakteristische einsetzende Steigerung der Immun-
reaktion bei immunisierten Tieren. 
Die nähere Charakterisierung wurde erreicht, indem AGM mit SIVagmGag-DNA immunisiert 
und anschließend mit SIVagm infiziert wurden. Somit sollte der Unterschied in der Proteinprozes-
sierung und -erkennung umgangen und die AGM zur anamnestischen Immunantwort befähigt 
werden. Um die in vivo Produktion von ausreichenden Mengen an SIVagmGag-Protein zu ge-
währleisten, wurde das gag Gen bezüglich des Codongebrauchs für Säugetiere optimiert. Die re-
sultierende Immunantwort sollte durch die Koapplikation von speziesspezifischem gmcsf (Granu-
lozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender-Faktor) gesteigert werden. Die parallel mit 
SIVmacGag-DNA immunisierten und mit SIVmac239 infizierten Rhesusmakaken sollten einen 
direkten Vergleich zwischen einer apathogen verlaufenden Infektion und einer nicht-natürlichen, 
AIDS-induzierenden Infektion erlauben. Des Weiteren wurde in vivo die Immunogenität und 
Kreuzreaktivität der Konstrukte durch Immunisierung von AGM mit SIVmacGag-DNA und Rhe-
susmakaken mit SIVagmGag-DNA überprüft. 
Beide codonoptimierten Gene (SIVagmGagCO und SIVmacGagCO) wurden für die Primatenstu-
die neu generiert und zuvor in Mausstudien auf ihre Immunogenität und Proteinexpression getes-
tet. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, T-Zell-Epitope für SIVagmGag und SIVmacGag in 
Balb/c und C57Bl/6 Mäusen zu identifizieren sowie eventuell vorhandene T-Zell-Epitope der 
AGM bzw. Rhesusmakaken zu charakterisieren.  
Die vermutliche „Toleranz“ des Immunsystems der AGM gegenüber dem Gag-Protein von  
SIVagm konnte in einer vorherigen Studie transient durch Immunisierung mit dem SIVagmGag-
Protein übergangen werden. Die humorale Immunantwort gegen SIVagmGag blieb von der Infek-
tion mit SIVagm unbeeinflusst und sank schon nach kurzer Zeit wieder ab.  
In dieser Studie sollte der Kontakt des Immunsystems mit endogen produziertem Gag-Protein 
durch DNA Immunisierung in Abwesenheit anderer viraler Gene klären, ob dieses Phänomen (i) 
eine echte T-Zell-Toleranz gegenüber SIVagmGag darstellt, (ii) auf Unterschiede in der Protein-
prozessierung und -erkennung zurückgeht oder (iii) auf eine aktive, spezifische Unterdrückung 
der anti-SIVagmGag Immunantwort während der natürlichen SIVagm Infektion hinweist. Diese 
Erkenntnis könnte helfen, das Paradoxon der Apathogenität der SIVagm-Infektion in AGM zu 
klären, die lebenslang eine hohe Viruslast aufweisen, obwohl das Virus in nicht-natürlichen Wir-
ten pathogen ist. Dies könnte im Umkehrschluss eine Erklärung für den Mechanismus der HIV-
Pathogenese im Menschen ermöglichen.  
Material und Methoden 
2 Material und Methoden 
2.1 Molekularbiologische Methoden 
2.1.1 Codonoptimierung der Gene SIVagmGag und SIVmacGag 
2.1.1.1 Codon-Gebrauch der Säugetiere 
Der degenerierte Aminosäurecode sorgt dafür, dass die einzelnen Aminosäuren durch verschiede-
ne tRNA-Basentripletts gebildet werden können. Die bevorzugte Benutzung von Basentripletts 
bei Säugetieren ist in Kotsopoulou et al. [148] beschrieben. Dadurch entstehen sehr GC-reiche 
Sequenzen, die sich teilweise schwer synthetisieren lassen, weshalb man die Sequenz abändern 
sollte. Bei sechs oder mehr aufeinander folgenden Cytosinen wurde ein anderes Basentriplett 
verwendet. Um die Aminosäure (meist Prolin – CCC) darzustellen, wurden entweder CCA oder 
CCT benutzt. Des Weiteren wurde die NotI-Schnittstelle an Position 1184 des gag-Gens entfernt, 
um die spätere Klonierung in das Vektorsystem zu vereinfachen. Anhand der erstellten codonop-
timierten Sequenz (Abb. 10) wurden 74 Oligomere à 42 Nukleotide mit einem Überhang von 20-
22 Nukleotiden bestellt (Anhang I). 
2.1.1.2 Fusion der einzelnen Oligonukleotide mittels PCR 
Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR, Polymerase Chain Reaction) ist eine in vitro Technik, mit 
der man gezielt DNA-Abschnitte, die von zwei bekannten DNA-Sequenzen flankiert werden, 
vervielfältigen kann [150, 151]. Die überlappenden DNA-Abschnitte fusionieren miteinander und 
die Taq-Polymerase füllt die Einzelstränge komplementär auf (Abb. 10). 
 
Abb. 10: Schematische Darstellung der Fusionierung von zueinander komplementären Oligomeren 
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Mittels der Fusions-PCR wurde versucht, die Gesamtsequenz in drei Stücken zu ungefähr 500 bp 
herzustellen, um nachfolgende Klonierungen zu vereinfachen (Abb. 11). Aus Vorversuchen ergab 
sich die Notwendigkeit von Mutagenese-PCRs, diese konnten somit parallel durchgeführt werden. 
Jedes der Fragmente ist jeweils überlappend mit dem(n) anschließenden Fragment(en) und verfügt 
an diesen Stellen über eine NotI-Schnittstelle. 
 
Abb. 11: Schematische Darstellung der Unterteilung des SIVagm3 gag-Genes 
 
Die Fusions-PCR wurde wie in Tabelle 2 und 3 beschrieben durchgeführt. 
Tabelle 2: Pipettierschema für die Komponenten der Fusions-PCR  
Substanz Vol [µL] 
10x PCR-Puffer 5 
Oligomer (Plusstrang-CO1,3,5…), 10 µM 5 
Oligomer (Minusstrang-CO2,4,6…), 10 µM 5 
Vorwärts-Primer (erster homologer Sequenzabschnitt im Plusstrang, 10 µM) 1 
Rückwärts-Primer (letzter homologer Sequenzabschnitt im Minusstrang, 10 µM) 1 
dNTPs (je 2,5 µM) 1 
Taq-Polymerase (5 U/µL) 2 
H2O 30 
∑ = 50 µL  
 
Tabelle 3: Cycler-Programm für die Fusions-PCR 
Zyklus-Wiederholung Temp. [°C] Zeit 
1x 96 2 min 
 96 30 s 
25x 60 30 s 
 72 2 min 
1x 72 10 min 
1x 4 ~ 
Gesamtdauer: ca. 2 h 20 min  
 
Nachdem das PCR-Produkt im Hinblick auf die richtige Größe mittels Gelauftrag getestet wurde, 
konnte das PCR-Produkt in die nächste Fusion-PCR oder mittels TA-TOPO®-Klonierung nach 
Invitrogen in den pCR-TOPO®-Vektor eingesetzt und anschließend durch Elektroporation (Gene 
Pulser, Biorad) in TOP10 E.coli (Invitrogen) transformiert werden. Diese elektrokompetenten 
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E.coli besaßen den Genotyp F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) (φ80 lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 
deoR araD139Δ(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG. Nach Transformation wurden 
die Zellen auf LBamp-Agarplatten ausgestrichen und über Nacht bei 37 °C bebrütet. Die Generie-
rung des codonoptimierten SIVmacGag erfolgte analog. 
2.1.2 Quantifizierung von DNA/RNA 
Die Menge von isolierter DNA/RNA wurde spektrometrisch bestimmt. Diese Methode nutzt die 
unterschiedlichen Absorptionsmaxima von DNA/RNA und Proteinen, um die jeweilige Menge im 
Eluat zu ermitteln. Dazu wurden die Proben unverdünnt bei den Wellenlängen 260 nm und 
280 nm im NanoDrop ND-1000 (Peqlab) gemessen. Zur Bestimmung der Konzentration an dop-
pelsträngiger DNA diente die Annahme, dass ein Extinktionskoeffizient von 1 einer Konzen-
tration von 50 µg/ml entspricht [152]. Die gemessene Lösung war nicht durch Proteine verunrei-
nigt, wenn der Quotient der optischen Dichte (260 nm / 280 nm) um den Wert 1,8 lag.  
2.1.3 Agarose-Gelelektrophorese 
Die in der PCR amplifizierten DNA-Fragmente wurden elektrophoretisch in 0,8-2 % Agarose-
Gelen (Agarose, Peqlab) nach ihrer Größe aufgetrennt und sichtbar gemacht. Dabei hing die ge-
wählte Dichte des Agarosegels von der Größe der erwarteten Fragmente ab. Als Laufpuffer diente 
TAE-Puffer, in welchem ebenso die Agarose gelöst und das Gel gekocht wurde. Die Proben wur-
den mit 6x Orange-G-Probenpuffer verdünnt, um in die Geltaschen sinken zu können. Die Auf-
trennung der Fragmente erfolgte bei 70-130 Volt und wurde unter UV-Licht bei einer Wellenlän-
ge von 302 nm photographiert. Um die Größe der Fragmente zu bestimmen, wurden 100 bp 
Marker (Ready Load™ 100 bp DNA Ladder, Invitrogen oder GeneRuler 100 bp Plus, Fermentas) 
benutzt. 
2.1.4 Bakterien-Screen mittels Kolonie-PCR 
Die über Nacht auf den Agarplatten gewachsenen Bakterienkolonien wurden mittels Kolonie-PCR 
auf die richtige Insert-Größe getestet. Eine Bakterienkolonie wurde jeweils in 40 µL dest. Wasser 
resuspendiert und in die Kolonie-PCR eingesetzt (Tabelle  4 und 5 ). 
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Tabelle 4: Pipettierschema für die Komponenten der Kolonie-PCR 
Substanz Vol [µL] 
10x Puffer  2,5 
MgCl2 (25 mM) 2 
dNTPs (je 2,5 mM) 0,5 
DMSO 0,5 
Vorwärts-Primer (10 µM) 0,5 
Rückwärts-Primer (10 µM) 0,5 
Hotstart-Taq-Polymerase (5 U/µL) 0,125 
H2O 15,875 
Bakteriensuspension 2,5 
∑ = 25 µL  
 
Tabelle 5: Cycler-Programm für die Kolonie-PCR 
Zyklus-Wiederholung Temp. [°C] Zeit 
1x 95 15 min 
 95 30 s 
30x 55 30 s 
 72 2 min 
1x 72 10 min 
1x 4 ~ 
Gesamtdauer: ca. 2 h 20 min  
 
Bei Feststellung der richtigen Insertgröße wurde für die Plasmid-Isolierung LBamp-Medium mit 
der Bakteriensuspension angeimpft und über Nacht bei 37 °C inkubiert.  
2.1.5 Plasmid-Isolierung in kleinem und großem Maßstab 
Die Plasmid-Isolierung in kleinem (peqGOLD Plasmid Miniprep Kit, Peglab) und großem (En-
doFree Plasmid Maxi Kit, Qiagen) Maßstab erfolgte anhand der Protokolle des Herstellers. 
2.1.6 Sequenzier-PCR 
Diese Sequenzier-PCR wird auch als Abbruch-Reaktion bezeichnet, wobei die Sequenz so lange 
amplifiziert wird, bis ein ddNTP (Didesoxynukleotid) eingebaut und die Reaktion abgebrochen 
wird. Die unterschiedlich farbmarkierten ddNTPs befinden sich dann jeweils am Ende des PCR-
Produktes, wodurch dann nach Größen-Auftrennung die Sequenz ermittelt werden kann.  
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Der BigDye Premix wurde von der Firma Perkin-Elmer zur Verfügung gestellt. Nach Ablauf der 
PCR (Tabelle 6 und 7) wurden die Proben im Sequenzierlabor eingefroren und vom zuständigen 
Personal durch Gelfiltration aufgereinigt und analysiert.  
Tabelle 6: Pipettierschema für die Komponenten der Sequenzier-PCR  
Substanz Vol [µL] 
DNA aus Minipreparation 1 
Vorwärts- oder Rückwärts-Primer 1 
BigDye Premix 2 
Puffer 1 
H2O 5 
∑ = 10 µL  
 
Tabelle 7: Cycler-Programm für die Sequenzier-PCR 
Zyklus-Wiederholung Temp. [°C] Zeit 
1x 96 2 min 
 96 10 s 
25x 54 5 s 
 60 4 min 
1x 4 ~ 
Gesamtdauer: ca. 2 h 20 min  
 
2.1.7 Zielgerichtete Mutagenese-PCR 
2.1.7.1 FlipFlop®-Mutagenese 
Die Mutagenese mittels FlipFlop®-Mutagenese Kit basiert auf einem Kit der Firma Bioline, wel-
che den alten Strang mutagenisiert, den neuen Strang mit MHdNTPs (HydroxyMethyl-dNTPs) 
aufbaut und anschließend den alten Strang aufgrund fehlender MHdNTPs verdaut. 
Das Pipettierschema der einzelnen Komponenten für die Mutagenese-PCR und das Cycler-
Programm sind in den Tabellen 8 und 9 zu finden. 
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Tabelle 8: Pipettierschema für die Komponenten der Mutagenese-PCR mittels FlipFlop® 
Substanz Vol [µL] 
10x Reaktionspuffer-Puffer 2,5 
5x Q-Solution 5 
50 ng DNA des zu mutagenisierenden Plasmids  
vorwärts gerichteter Mutagenese-Primer (10 µM) 1,5 
rückwärts gerichteter Mutagenese-Primer (10 µM) 1,5 
HMdNTP Mix (12 mM) 2,5 
Polymerase (5 U/µL) 1 
Ad 25 µL mit H2O  
 
Tabelle 9: Cycler-Programm für die Mutagenese-PCR mittels FlipFlop® 
Zyklus-Wiederholung Temp. [°C] Zeit 
1x 94 2 min 
 94 1 min 
10x 50 1 min 
 72 1,5  min / Kb 
1x 4 ~ 
Zugabe von 1 µL FlipFlop® Reaktions-Enzym Mix 
 94 1 min 
5x 50 1 min 
 72 1,5  min / Kb 
1x 4 ~ 
 
Dazu wurden mindestens 30 Nukleotide lange Primer bestellt, welche die zu mutagenisierende 
Stelle in der Mitte tragen. Nach vollendeter PCR wurde das PCR-Produkt mittels des PCR-
Aufreinigungs-Kit der Firma Peqlab von allen störenden Substanzen befreit und durch Elektropo-
ration (Gene Pulser, Biorad) in TOP10 E.coli transformiert. 
2.1.7.2 Mutagenese nach Stratagene 
Die zielgerichtete Mutagenese nach Stratagene basiert auf der Verwendung von mindestens 30 
Nukleotiden langen Primern, welche die zu mutagenisierende Stelle in der Mitte tragen. Mittels 
dieser Primer wurde der Tochterstrang amplifiziert. Aufgrung der Methylierung des Mutterstrangs 
wurde dieser anschließend durch DpnI (Fermentas) verdaut. Nach vollendeter(m) PCR und Ver-
dau wurde das PCR-Produkt mittels des PCR-Aufreinigungs-Kit der Firma Peqlab von allen stö-
renden Substanzen befreit und durch Elektroporation (Gene Pulser, Biorad) in TOP10 E.coli 
transformiert. 
Das Pipettierschema der einzelnen Komponenten für die Mutagenese-PCR und das Cycler-
Programm sind in den Tabellen 10 und 11 zu finden. 
 30 
Material und Methoden 
Tabelle 10: Pipettierschema für die Komponenten der Mutagenese-PCR nach Stratagene 
Substanz Vol [µL] 
10x Reaktionspuffer-Puffer 5 
5x Q-Solution 10 
20 ng DNA des zu mutagenisierenden Plasmids  
vorwärts gerichteter Mutagenese-Primer (10 µM) 1 
rückwärts gerichteter Mutagenese-Primer (10 µM) 1 
dNTP Mix (je 2,5 mM) 1 
Pfu-Polymerase (5 U/µL) 1 
Ad 50 µL mit H2O  
 
Tabelle 11: Cycler-Programm für die Mutagenese-PCR nach Stratagene 
Zyklus-Wiederholung Temp. [°C] Zeit 
1x 95 2 min 
 95 30 s 
10x 55 1 min 
 68 2 min / Kb 
1x 4 ~ 
 
Die Kolonie-PCR, Plasmid-Isolierung und Sequenzier-PCR wurde wie in Abschnitt 2.1.5-2.1.7 
durchgeführt und so oft wiederholt bis das Gen in gewünschter Weise vorlag. 
2.1.8 Klonierung in den Immunisierungsvektor pTH  
Nachdem die vollständig codonoptimierten Gag Gene im pCR-TOPO®-Klonierungsvektor vorla-
gen, wurden mittels PCR an das jeweilige Ende des Gens Schnittstellen für Restriktionsenzyme 
angefügt, die unterschiedliche Sequenzen schnitten (Tabelle 12 und 13).  
 
Tabelle 12: Pipettierschema für die PCR zum Anfügen von Schnittstellen 
Substanz Vol [µL] 
10x Reaktionspuffer-Puffer 5 
Plasmid-DNA des vollständigen korrigierten Gag-Genes 1 
vorwärts gerichteter Primer (10 µM) 1 
rückwärts gerichteter Primer (10 µM) 1 
dNTP Mix (je 2,5 mM) 1 
Taq-Polymerase (5 U/µL) 1 
H2O 40 
∑ = 50 µL  
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Tabelle 13: Cycler-Programm für die PCR zum Anfügen von Schnittstellen 
Zyklus-Wiederholung Temp. [°C] Zeit 
1x 95 2 min 
 95 30 s 
30x 55 1 min 
 72 2 min 
1x 72 10 min 
1x 4 ~ 
Gesamtdauer: ca. 2 h  
 
Nach Gelauftrag wurde dieses komplette PCR-Produkt entweder aus dem Gel ausgeschnitten und 
dann mittels Gel-Extraktionskit (peqGold Gel Extraction Kit, Peglab) extrahiert oder PCR-
Aufreinigungskit (peqGold Cycle-Pure Kit, Peglab) aufgereinigt.  
Nach anschließendem Verdau mit HindIII (Fermentas) und BamHI (Fermentas) mit dem angege-
benen Puffersystem gemäß Herstellungsangaben wurde das Gen mit dem offenen (mit den glei-
chen Restriktionsenzymen geschnittenen) pTH-Vektor (Vektorkarte Anhang IX) durch die T4-









Dieser Ligationsansatz wurde nach einer Stunde bei Raumtemperatur (RT) durch Elektroporation 
(Gene Pulser, Biorad) in TOP10 E.coli transformiert.  
2.1.9 Isolierung von mRNA aus agmPBMC zur Klonierung von gmcsf 
Die PBMC von AGM wurden zwei Tage mit Phytohämagglutinin (PHA, Sigma) in vitro stimu-
liert. Die RNA wurde mittels des RNA-Isolierungskits (RNeasy Midi Kit, Qiagen) isoliert und in 
10 µL Aliquots bei -80 °C eingefroren. 
2.1.10 One-step Reverse Transkriptase-PCR (OneStep RT-PCR) 
Unter Verwendung des PCR-Kits (One Step RT-PCR Kit, Qiagen) und der in Villinger et al. 
[153] angegebenen Primer-Sequenzen wurde die mRNA der AGM in cDNA umgeschrieben und 
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amplifiziert, wie in Tabelle 14 und 15 beschrieben. Als Positiv-Kontrolle dienten β-Actin-Primer 
für das β-Actin-Gen, als Negativ-Kontrolle diente destilliertem Wasser. 
Tabelle 14: Pipettierschema für den Mastermix der RT-PCR 
Substanz Vol [µL] 
Vorwärts-Primer (10 µM) 5 
Rückwärts-Primer (10 µM) 5 
5x Q-Lösung 10 
5x PCR-Puffer 10 




∑ = 40 µL  
40 µL dieses Mastermixes wurden zu 10 µL vorher isolierter und  aliquotierter mRNA gegeben. 
Tabelle 15: Cycler-Programm für die One-Step RT-PCR 
  Zyklus-Wiederholung Temp. [°C] Zeit 
Reverse Transkription 1x 50 30 min 
Initiations-Denaturierung 1x 95 15 min 
Denaturierung  95 30 s 
Hybridisierung 40x 54 60 s 
Extension  72 2 min 
Finale Extension 1x 72 10 min 
Kühlung 1x 4 ~ 
Gesamtdauer: ca. 4 h 10 min   
 
2.1.11 TOPO®-Klonierung 
Ein erfolgreich amplifiziertes Gen wurde, da im Gel mehrere Banden sichtbar waren, mittels des 
Gelextraktionskits (Peqlab) extrahiert und in die TA-TOPO®-Klonierungs-Reaktion (Invitrogen) 
nach Herstellerangaben eingesetzt. Anschließend wurde dieser Ansatz durch Elektroporation (Ge-
ne Pulser, Biorad) in TOP10 E.coli transformiert. 
2.1.12 Isolierung viraler RNA aus Plasma 
Zur Bestimmung der Viruslast im Plasma wurde eine Isolierung viraler RNA aus Plasma nach 
Anleitung des Herstellers durchgeführt (High Pure Viral RNA Kit, Roche). Aus 200 µl eingesetz-
tem Citrat-Plasma wurden 50 µl RNA in Wasser eluiert.  
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2.1.13 Isolierung genomischer DNA aus PBMC 
Zur Bestimmung der Proviruslast wurde eine Isolierung genomischer DNA aus PBMC nach An-
leitung des Herstellers durchgeführt (DNA Blood Kit, Qiagen). Aus 5 x 105 eingesetzten PBMC 
wurden 200 µl genomische DNA in Wasser eluiert.  
2.1.14 Bestimmung der Plasma- und Proviruslast mittels realtime-PCR 
Die Bestimmung der Plasma- sowie Proviruslast erfolgte mittels quantitativer Taqman®-PCR im 
MX4000 real time PCR System (Stratagene) und den Komponenten für die QuantiFast®-PCR 
(Qiagen) mit folgenden Primern: 
SIVagm-Primerset (5’-3’): AGM-VS: FAM-AAG TGT GTC ATA CTA CAG TGC CGT GGA-3BHQ_1 
 AGM-VF: TCA GGC ACG GCT AAA TTC TT 
 AGM-VR: GCC TCT TCC AAT AGC TCA GT 
  
SIVmac-Primerset (5’-3’): Mac-VS: FAM-CCA ACA GCA CCA TCT AGC GGC AGA GGT-TAMRA 
 Mac-VF: CTA GTG GTG GAA ACA GGA ACA 
 Mac-VR: TGT TCT CGG GCT TAA TGG CA 
 
In den folgenden Tabellen sind die Pipettierschemata angegeben: 
Tabelle 16: Pipettierschema für den Mastermix der quantitativen QuantiFast®-RT-PCR 
Substanz Vol [µL] Endkon-zentration 
Reaction Mix (2x) 12,5 1x 
Primer VF (10 μM) 4 1,6 µM 
Primer VR (10 μM) 4 1,6 µM 
Sonde VS (10 μM) 0,5 0,1 µM 
QuantiFast RT Mix (10 mM) 0,25 0,05 mM 
Rox Farbstoff (50x) 0,5 1x 
Template 3,25 >100 ng 
∑ = 25 µL   
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Tabelle 17: Pipettierschema für den Mastermix der quantitativen QuantiFast®-PCR 
Substanz Vol [µL] Endkon-zentration 
Reaction Mix (2x) 12,5 1x 
Primer VF (10 μM) 4 1,6 µM 
Primer VR (10 μM) 4 1,6 µM 
Sonde VS (10 μM) 0,5 0,1 µM 
Rox Farbstoff (50x) 0,5 1x 
Template 3,50 >100 ng 
∑ = 25 µL   
 
Das Cycler-Programm für die Quantifizierung der Plasmaviruslast ist in Tabelle 18aufgeführt und 
wurde durch Weglassen der Reversen Transkription für die Quantifizierung der Proviruslast ge-
kürzt. 
Tabelle 18: Cycler-Programm für die quantitative QuantiFast RT-PCR 
  Zyklus-Wiederholung Temp. [°C] Zeit 
Reverse Transkription 1x 50 10 min 
Initiations-Denaturierung 1x 95 5 min 
Denaturierung 95 10 s 
Hybridisierung / Extension 
45x 
60 30 s 
Kühlung 1x 4 ~ 
Gesamtdauer: ca. 1 h 30 min   
 
Der Cycler für die Quantifizierung von RNA- bzw. DNA-Material detektiert nach jedem Zyklus 
die sich durch die Amplifikation verstärkende Fluoreszenz, wodurch sich letztlich die initiale Ko-
pienzahl des Templates in einer Probe berechnen lässt. Je weniger Zyklen dabei notwendig sind, 
um ein Fluoreszenzsignal über einem festgelegten Schwellenwert zu generieren, desto größer ist 
die initiale Kopienzahl. Während der PCR-Reaktion kommt es durch eine Halogenlampe zur An-
regung des Fluoreszenzfarbstoffs Rox. Die Emission zwischen 500 nm und 660 nm wird im An-
schluss an jeden Annealing-/Extensions-Schritt gemessen. 
Der Threshold Cycle (CT) gibt den PCR-Zyklus an, bei dem zum ersten Mal ein über der Basisli-
nie liegendes Fluoreszenzsignal gemessen wurde. Anhand der CT-Werte der Standard-reihe 
(Plasmid-DNA von 101-106) kann eine Kurve erstellt werden, mit deren Hilfe die Startkopienzahl 
in den Proben ermittelt werden kann. Die Detektionsgrenze für ein signifikantes Signal dieser real 
time RT-PCR liegt bei 100 Kopien. 
Durch Erstellung einer Regressionslinie anhand der Standardreihe und Berechnung der Formel 
dieser Geraden lassen sich die CT-Werte der Proben in die Plasma- bzw. Proviruslast umrechnen. 
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2.1.15 Genotypisierungs-PCR 
Die Genotypisierung wurde anhand der Veröffentlichungen von Muhl [98]; Loffredo [154] und 
Sauermann [99] durchgeführt. Es wurden 70 ng genomische DNA von Rh 15 pro Reaktion einge-
setzt.  
2.2 Beschichtung der Schläuche - Herstellung der Gene Gun-Munition 
Pro Schlauch wurden 100 μL von der Spermidin-Arbeitslösung zu 25 µg 1.0 micron Gold gege-
ben, gut durchmischt und für 3-5 s im Ultraschallbad gelöst. Zu der Gold-Spermidin-Suspension 
wurden bei Verwendung eines Plasmids für Maustierversuche 50 µg und bei Koimmobilisierung 
zweier Plasmide jeweils 35 µg DNA gegeben (bei Primatentierversuchen jeweils 100 µg der 
Plasmide) und für 5 s im Ultraschallbad gelöst. Anschließend wurden beim Vortexen (Stufe 3-4) 
100 μL 1 M Calciumchlorid-Lösung tropfenweise zugegeben und diese Suspension 10 min bei 
RT inkubiert. Danach wurde das Reaktionsgefäß 15 s zentrifugiert, der klare Überstand verworfen 
und das Pellet 3x mit jeweils 1 ml wasserfreiem Ethanol (100 %) gewaschen, dabei immer gevor-
text, kurz ins Ultraschallbad gestellt und abzentrifugiert. Nach dem letzten Waschschritt wurde 
das Pellet in 200 μL PVP-Arbeitslösung resuspendiert und in ein 15 mL Falconröhrchen über-
führt. Im Anschluss wurde das Reaktionsgefäß solange mit 200 μL PVP-Arbeitslösung nachge-
waschen und ebenfalls überführt, bis sich 3 ml PVP-Arbeitslösung und nahezu das gesamte Gold 
im 15 ml Falconröhrchen befand. 
Nach 10-15minütiger Trocknung des Schlauchs durch Durchleiten von 3-4 L/min Stickstoff wur-
de die Gold-DNA Suspension mit Hilfe der Spritze in den Schlauch aufgezogen, in die Präparati-
ons-Apparatur gespannt und 5 min inkubiert. Das Ethanol wurde anschließend mit der Spritze 
abgezogen und die klare Flüssigkeit zum Überprüfen der verlorengegangenen Goldmenge im Fal-
con aufgefangen. Sobald die Flüssigkeit aus dem Schlauch entnommen war, wurde dieser sofort 
um 180° gedreht und 30 s inkubiert. Danach wurde der Schlauch weitere 5 min gedreht, wobei 
nach 30 sec Stickstoff-Durchfluss hinzukam. Abschließend wurde der Schlauch ausgespannt, zu-
geschnitten und bei 4 °C im 50 mL Falcon mit Parafilm verschlossen gelagert. 
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2.3 Immunisierung der Mäuse 
2.3.1 Tiere 
Die Balb/c- und C57Bl/6-Mäuse wurden im Bundesinstitut für Risikobewertung (BfR) in Marien-
felde gezüchtet und nach Lieferung mindestens eine Woche in den Räumen des RKI- Tierbereichs 
akklimatisiert. Die Haltung erfolgte in Käfigen des Typs III mit bis zu 10 Tieren pro Kasten im 12 
Stunden Tag-Nacht-Zyklus. Die Unterbringung, Pflege und Begutachtung des Gesundheitszustan-
des der Tiere wurde durch das Personal des Tierbereiches und durch die Experimentatoren ge-
währleistet und entsprach den staatlichen und institutionellen Tierschutzrichtlinien. 
2.3.2 Immunisierungsstrategie und -schema  
Für die Prä-Immun Blutabnahme durch Punktion des Retrobulbär-Komplexes ein oder zwei Tage 
vor der eigentlichen Immunisierung wurden die Tiere durch das Inhalationsbetäubungsmittel 
„IsoFlo Vet“ (Schering-Plough Animal Health) kurzzeitig narkotisiert.  
 
Abb. 12: Immunisierungsschema der Balb/c- und C57Bl/6-Mäusen 
 
Die Immunisierung erfolgte durch Einbringen von DNA-beladenen Goldpartikeln mittels der Ge-
ne Gun Methode in die oberen Hautschichten und nach angegebenem Immunisierungsschema 
(Abb. 12). Um eine sichere Applikation zu gewährleisten und eine übermäßige Belastung durch 
die laute Entladung zu vermeiden, wurden die Tiere durch Inhalationsnarkose (s.o.) für wenige 
Minuten betäubt. Danach wurde die Bauchdecke der Tiere mittels eines Elektrorasierers rasiert 
und der Abstandshalter der Gene-Gun leicht aufgesetzt. Jedes Tier wurde mit zwei örtlich vonein-
ander getrennten Applikationen behandelt. Die Tiere wurden bei Abschluss der Studien zum 
Zweck der Milzentnahme narkotisiert und per Zervikaldislokation getötet.  
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2.4 Immunisierung und Belastung der Primaten 
2.4.1 Tiere 
Jeweils 12 adulte Tiere (2-24 Jahre alt, beiderlei Geschlechts) der Gattung Chlorocebus aethiop 
und Macaca mulatta wurden für diese Studie ausgewählt (siehe Tabelle 19 ). Die Züchtung, Hal-
tung und Behandlung erfolgte im Paul-Ehrlich-Institut (Langen, Deutschland) durch das dortige 
Personal in Übereinstimmung mit den bestehenden Tierschutzbestimmungen. Alle nichthumanen 
Primaten waren vor Beginn der Studie seronegativ für SIVagm, SIVmac, simianes Typ D Retrovi-
rus (SRV), simianes T-Zell Leukämie Virus (STLV) und simianes Herpes B Virus. Sie zeigten 
darüber hinaus keine T-Zellantworten für SIV Antigene. Die Tiere wurden regelmäßig medizi-
nisch untersucht. Die Immunisierungen und die Blutentnahmen erfolgten unter Betäubung mit 
Ketamin/Xylazin-Injektionsnarkose mittels Blasrohrpfeil (10 mg/kg Körpergewicht i.m.) vor der 
morgendlichen Fütterung. Dabei wurden zusätzlich das Körpergewicht sowie die Körpertempera-
tur gemessen und das allgemeine Befinden durch den Tierarzt begutachtet.  
Tabelle 19: Übersicht der Primaten im Versuch 
 Spezies Immunisierungs- Geburts- Gewicht [kg]
DNA extern intern datum (20.09.2007)
AGM B1m 1 ca.1987 5,00
pTH-SIVagmGagCO AGM 93 m 2 1983 4,98
+ pTH-agmGMCSF AGM 347 m 3 20.02.05 2,50
Chlorocebus AGM 168 m 4 24.04.93 6,90
aethiops AGM B15 m 5 nicht bekannt 6,60
Afrikanische pTH-SIVmacGagCO AGM 338m 6 15.09.03 3,70
Grüne + pTH-agmGMCSF AGM 341m 7 10.11.03 2,40
Meerkatze AGM 249 m 8 30.05.97 5,70
(AGM) AGM 189 m 9 13.09.93 7,90
pTH-empty AGM 332m 10 13.04.03 7,80
+ pTH-agmGMCSF AGM 268 m 11 10.10.98 4,50
AGM 327 m 12 03.01.03 4,60
RH 301m 13 ca.Jan 2001 10,30
pTH-SIVagmGagCO RH 58405w 14 03.04.92 9,10
+ pTH-rhGMCSF RH 319 w 15 26.06.02 6,30
RH 58411w 16 21.04.93 10,55
Macaca RH 306m 17 14.07.01 11,30
mulatta pTH-SIVmacGagCO RH 58403w 18 24.03.93 7,40
Rhesusmakaken + pTH-rhGMCSF RH 918w 19 27.01.91 5,20
(Rh) RH 58414w 20 15.03.93 5,80
RH 58406w 21 16.06.93 8,60
pTH-empty RH 58407w 22 15.03.93 11,05
+ pTH-rhGMCSF RH 916w 23 18.04.93 7,00
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Die Gruppenstärke von je vier Tieren pro Gruppe ergibt sich aus der zu erwartenden Schwankung 
der Ergebnisse aufgrund unterschiedlicher genetischer Prädisposition, der unterschiedlichen Phy-
siologie der einzelnen Tiere und der leichten Abweichungen durch die Verabreichungsmethoden 
der Immunogene.  
2.4.2 Immunisierungsstrategie und –schema 
 
Abb. 13: Immunisierungsstrategie 
 
Die Immunisierungsstrategie (Abb. 13) beinhaltete eine viermalige Immunisierung pro Tier im 
Abstand von drei Wochen mit anschließender Infektion mit SIVagm bzw. SIVmac. Die Anzahl 
der Immunisierungen war abhängig von der Immunantwort, gemessen in der 6. Woche. Die benö-
tigten Blutentnahmen erfolgten zwei Wochen vor der ersten Immunisierung und dann jeweils 
zeitgleich mit den Immunisierungen bzw. der Virusbelastung. Hierzu wurden die Tiere mit einer 
Ketamin/Xylazin-Injektionsnarkose mittels Blasrohrpfeil narkotisiert. Die Vena femoralis wurde 
in der Leiste mit Hilfe des Vacutainer®-Systems punktiert und das Blut steril aufgefangen. Bis 
vier Wochen nach Infektion wurde wöchentlich Blut abgenommen, danach alle vier Wochen. 
In Tabelle 20 ist die applizierte DNA-Menge pro Immunisierung detailliert aufgeführt. Die Tiere 
erhielten pro Immunisierung jeweils insgesamt 32 µg des Immunisierungsvektors (pTH-
SIVagmGag bzw. pTH-SIVmacGag) in Kombination mit jeweils 32 µg des Immunomodulators 
(pTH-agmGMCSF bzw. pTH-rhGMCSF). Die maximale DNA-Menge, die auf 0,5 mg Gold im-
mobilisiert werden kann, entspricht ca. 4 µg DNA. Deshalb war es nur möglich, den Tieren 2 µg 
Immunisierungsvektor plus 2 µg Immunomodulator pro Schuss zu verabreichen. Die Tiere der 
Vektor Kontrollgruppe (s.o.) erhielten jeweils die entsprechende Gesamtmenge der Vektorkon-
trolle (pTH-empty) plus der entsprechenden Menge an Immunomodulator. Des Weiteren erhielt 
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jeweils ein Tier jeder Gruppe zusätzlich 32 µg pTH-OVA mit weiteren 32 µg des Immunmodula-
tors als interne Kontrolle. 
Tabelle 20: DNA-Menge pro Immunisierung 
 pTH- pTH- pTH- pTH- pTH- pTH-
Gruppe Spezies SIVagmGagCO SIVmacGagCO empty agmGMCSF rhGMCSF OVA DNAges Infektion
mit
AGM 1 32 32 64 SIVagmverv
1 AGM 2 32 32 64 SIVagmverv
AGM 3 32 32 64 SIVagmverv
AGM 4 32 64 32 128 SIVagmverv
AGM 5 32 32 64 SIVagmverv
2 AGM 6 32 32 64 SIVagmverv
AGM 7 32 32 64 SIVagmverv
AGM 8 32 64 32 128 SIVagmverv
AGM 9 32 32 64 SIVagmverv
3 AGM 10 32 32 64 SIVagmverv
AGM 11 32 32 64 SIVagmverv
AGM 12 32 64 32 128 SIVagmverv
Rhesus 13 32 32 64 SIVmac239
4 Rhesus 14 32 32 64 SIVmac239
Rhesus 15 32 32 64 SIVmac239
Rhesus 16 32 64 32 128 SIVmac239
Rhesus 17 32 32 64 SIVmac239
5 Rhesus 18 32 32 64 SIVmac239
Rhesus 19 32 32 64 SIVmac239
Rhesus 20 32 64 32 128 SIVmac239
Rhesus 21 32 32 64 SIVmac239
6 Rhesus 22 32 32 64 SIVmac239
Rhesus 23 32 32 64 SIVmac239




Die Immunisierungen der Tiere mittels Gene Gun wurden unter Vollnarkose (wie oben beschrie-
ben) durchgeführt und verursachten bei den Tieren nach Einschätzung der zuständigen Tierärzte 
keinerlei Schmerzen und Angstzustände, jedoch geringe Nachwirkungen in Form von Rötung und 
Verschorfung an der Applikationsstelle. Die Applikationsstelle auf dem Bauch der Tiere wurde 
vorher rasiert, um das Einbringen der DNA in die Haut zu gewährleisten. Um die Tiere durch 
mehrfaches Narkotisieren nicht allzu sehr zu belasten, wurde gleichzeitig Blut entnommen. 
2.4.3 Belastung mit SIVagm bzw. SIVmac239 
Die Infektion der Tiere erfolgte durch Injektion nach vorheriger Betäubung mittels Blasrohr. Die 
AGM erhielten jeweils 0,25 ml SIVagm+ Plasma infizierter Tiere (gepooltes Plasma von 
AGM 162 und 163) und die Rhesusmakaken wurden mit titriertem Virusisolat  
SIVmac239 (MID50 = 5000) infiziert. 
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2.5 Zellbiologische Methoden 
2.5.1 Zellen und Medien  
Exklusive der Transfektion von Chinese Hamster Ovary Zellen (CHO-Zellen) und HEK293T-
Zellen (293T-Zellen) wurden für die einzelnen Versuche Primärzellen der unterschiedlichen Tier-
arten benutzt. Diese wurden entweder frisch isoliert oder aus dem Flüssigstickstoff entnommen 
und aufgetaut. Bei allen Versuchen mit Primärzellen wurde RPMI+++ verwendet und bei den 
Transfektionen von CHO- und 293T-Zellen DMEM und DMEM+++. Zur Virusproduktion wur-
den C8166-Zellen (eine durch HTLV-1 (Humanes T-Zellleukämievirus) immortalisierte humane 
CD4+-Zelllinie) in RPMI+++-Medium verwendet.  
Medien: RPMI 1640: Kat.: 51800, Pulver, Gibco BRL 
 
RPMI+++: 
10 % FKS (Gibco BRL) + 0,8 % NTN-Glutamin (Gibco 
BRL) + 0,4 % NSP(Neomycin 100 μg/ml, Streptomycin 
100 μg/ml, Pe-nicillin 100 U/ml, Sigma) in RPMI 1640 
 DMEM: Kat.: 31600-091, Pulver, Gibco BRL 
 
DMEM+++: 
10 % FKS (Gibco BRL) + 0,8 % NTN-Glutamin (Gibco 
BRL) + 0,4 % NSP(Neomycin 100 μg/ml, Streptomycin 
100 μg/ml, Penicillin 100 U/ml, Sigma) in DMEM 
 Cryo-SFM: Kat.: 2040101 serumfreies Einfriermedium (Provitro) 
 Fötales Kälber Serum (FKS), Gibco BRL 
 
2.5.2 Lymphozytenseparation, Plasma- und Serumisolierung 
Um periphere, mononukleäre Zellen (PBMC) aus heparinisiertem oder citratisiertem Vollblut zu 
gewinnen, wurde eine Dichtezentrifugation in Biocoll (Biochrom AG), einer Polysaccharose der 
Dichte 1.077 g/L oder in CPT-Röhrchen (Blutabnahmeröhrchen gefüllt mit Polysacchrose der 
Dichte 1.077 g/L, gallertartiges Filtrationsmittel und Citrat; Becton Dickinson) durchgeführt. Im 
Fall der Biocoll-Trennung wurden 15-25 ml heparinisiertes oder citratisiertes Vollblut auf die 
Membran eines mit 15 ml Biocoll gefüllten Leucosep-Röhrchen (Greiner) pipettiert und für 
20 min bei 1000 x g ohne Bremse zentrifugiert. Aufgrund ihrer höheren Dichte wanderten durch 
die Zentrifugation die Erythrozyten und Granulozyten durch die Membran nach unten, während 
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die PBMC oberhalb der Membran einen weißen Ring im Plasma bildeten. Mit einer Pipette wurde 
zuerst das Plasma und dann die PBMC abgenommen, in ein neues Falconröhrchen überführt, in 
PBS resuspendiert und bei 300 x g für 10 min mit Bremse zentrifugiert. Durch die Benutzung von 
CPT-Röhrchen konnte man Zeit und andere Verbrauchsmaterialen sparen, da das Blut direkt in 
die Röhrchen (Fassungsvolumen 8 ml) abgenommen wurde und die CPT-Röhrchen direkt in die 
Zentrifuge gestellt werden konnten. Nach der Zentrifugation war ein Transport der Proben vom 
PEI zum RKI per ICE-Kurier möglich. Das PBMC-Plasma-Gemisch wurde in Falconröhrchen 
überführt und die darin enthaltenen PBMC bei oben angegebenen Bedingungen pelletiert. An-
schließend wurde in beiden Fällen, Trennung durch Biocoll und Leucosep-Röhrchen oder durch 
CPT-Röhrchen, gleich verfahren. Danach wurden die Zellen in 20 ml hypotoner 0,86 %iger Am-
moniumchloridlösung (Lösung zur Erythrozytenlyse) aufgenommen und für 20 min bei 37 °C im 
Wasserbad inkubiert. Hierbei lysierten die Erythrozyten, so dass sie bei anschließendem Waschen 
mit PBS entfernt werden konnten. Die PBMC wurden danach in Medium aufgenommen, und es 
wurde mittels eines automatischen Zellzählers (Coulter Counter ZM) die Zellzahl bestimmt. Nach 
der Zentrifugation (700 x g für 10 min mit Bremse) wurden ca. 1 x 107 Zellen/ml in Cryo-SFM 
Einfriermedium aliquotiert und mit Hilfe von Mr. Freeze (mit Isopropanol gefülltes Behältnis zur 
langsamen Abkühlung, Nalgene) bei -80 °C eingefroren. Nach 1-2 Tagen wurden die Aliquots in 
flüssigen Stickstoff überführt.  
Des Weiteren wurden 2 Sarstedtröhrchen mit 5x105 PBMC gefüllt und bei 3500 x g für 3 min mit 
Bremse zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die Pellets für die spätere Bestimmung 
der zellulären Viruslast bei -80 °C eingefroren.  
Das Plasma wurde für verschiedene Nachweisverfahren weiter aufbereitet. Dazu entfernte man es 
oberhalb des Lymphozytenrings bzw. -pellets und zentrifugierte es bei 3000 x g für 15 min bei 
4 °C, um eventuell noch vorhandene Zellen oder Zelltrümmer zu pelletieren. Der Überstand wur-
de dann in 4 Sarstedtröhrchen zu je 0,5 ml Aliquots für die Bestimmung der plasmaassoziierten 
Viruslast bei -80 °C und in einem 4 ml Plasmaröhrchen für die Bestimmung des Antikörpertiters 
bei -20 °C eingefroren. Zur Komplement- und Virusinaktivierung wurde das Plasma infizierter 
Affen nach dem Auftauen für 20 min bei 56 °C im Wasserbad inaktiviert bevor es in immunologi-
sche Assays eingesetzt wurde. 
2.5.3 Vitalfärbung 
Die Vitalfärbung wurde dazu benutzt, mit Hilfe von Trypanblau (Sigma) die Vitalität der Zellen 
zu untersuchen. Trypanblau dringt in tote Zellen ein, diese erscheinen durchgängig blau gefärbt. 
Die lebenden Zellen bleiben hingegen ungefärbt. Es wurden 10 µL der Zellsuspension mit 10 µL 
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Trypanblau resuspendiert und 2-5 min inkubiert. Anschließend wurden 10 µL in eine Neubauer-




ZellenungefärbtelenlebendeZel +=  
2.5.4 Milzzellisolation und Serumgewinn 
Die präparierten murinen Milzen wurden in ein Reaktionsgefäß überführt, in dem sich 500 µL 
PBS befanden und welches die ganze Zeit über auf Eis gehalten wurde. Die Mausmilzen wurden 
mit einer Pinzette aus dem Reaktionsgefäß entnommen, mittels eines Stößels über ein Sieb ge-
rieben und anschließend mit 5 ml PBS ausgewaschen. Die verwendeten Materialien waren steril. 
Pro Immunisierungsgruppe wurde das gleiche Sieb verwendet, welches nach jeder Milz mit 
70 %igem Ethanol und PBS gewaschen wurde. Die 5 ml PBS-Milzzellsuspension wurde dann 
vorsichtig in einem 15 ml Falconröhrchen auf 5 ml Histopaque (Sigma) geschichtet und 30 min 
bei 4 °C und 1500 x g zentrifugiert. Der dabei sichtbar gewordene weiße Zellring wurde dann in 
ein neues 15 ml Falconröhrchen überführt, mit 15 ml PBS gewaschen und anschließend 10 min 
bei 4 °C und 1500 x g zentrifugiert. Nach erfolgter Zentrifugation wurde der Überstand verwor-
fen, das Zellpellet in 15 ml PBS resuspendiert und dieses erneut bei gleichen Parametern zentrifu-
giert. Nachfolgend wurde der Überstand verworfen, das Zellpellet in 1 ml RPMI+++ Medium 
resuspendiert und mittels eines automatischen Zellzählers (Coulter Counter ZM) die Zellzahl be-
stimmt. Die Verwendung des Gerätes erfolgte erst nach Vergleichen von Ergebnissen einer Le-
bendzellzählung mit der Neubauerzählkammer und dem automatischen Zellzähler. 
Bei den Mäusen wurde Serum gewonnen, wobei das Blut über Nacht bei 4 °C gerann und dann in 
einer Tischzentrifuge bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert wurde. Der Überstand wurde 
in ein neues Reaktionsgefäß überführt und bei -20 °C eingefroren. 
2.5.5 Transfektion 
Für die Transfektion von CHO- bzw. 293T-Zellen wurden diese in einer Konzentration von 
3x105 Zellen/ml in eine Platte mit 6 Vertiefungen (2 ml/Vertiefung) gegeben und 24 h in einem 
Inkubator mit 95 % Luftfeuchtigkeit bei 37 °C kultiviert. Sobald konfluentes Wachstum auftrat, 
wurde nach dem Protokoll zur Transfektion mit Polyfect (Qiagen) verfahren. Nach 48 Stunden 
wurde der Überstand abgenommen, in ein 2 ml Reaktiongefäß überführt und bei -20 °C eingefro-
ren. Die Zellen wurden dann vorsichtig mit PBS gewaschen, wobei das PBS wieder vollständig 
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entfernt wurde. Des Weiteren wurden 100 µL Lysispuffer auf die Zellen gegeben und 10 min auf 
Eis inkubiert. Mit einem Zellschaber wurden anschließend die Zellen vom Boden der Platte abge-
kratzt, in ein 2 ml Reaktionsgefäß überführt und über Nacht bei -20 °C eingefroren. Am folgenden 
Tag wurden die Proben im Überkopfschüttler 20 min bei 4°C aufgetaut und dann 20 min bei 4°C 
und 14000 rpm zentrifugiert. Die Überstände der Transfektion und Zelllysate wurden bei -20 °C 
eingefroren oder konnten direkt in die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese 
(SDS-PAGE) eingesetzt werden. 
2.6 Proteinbiochemische Methoden 
2.6.1 SDS- Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Die SDS-PAGE (SDS: engl.: Sodiumdodecylsulfat: dt.: Natriumdodecylsulfat) wurde, wie in 
Sambrook et al. [152] beschrieben, verwendet, um eine Proteingrößenbestimmung durchzuführen. 
Die Komponenten des Trenngels sowie des Sammelgels sind in folgender Tabelle aufgeführt: 
Tabelle 21: SDS-Gel-Zusammensetzung: die Komponenten reichen für zwei Gele. 
Komponenten Trenngel 12 % Sammelgel 5 % 
Dest. Wasser 6,8 ml 5,7 ml 
Acrylamid 30 % 8,0 ml 1,7 ml 
1,5 M TRIS pH 8,8 5,0 ml - 
0,5 M TRIS pH 6,8 - 2,5 ml 
10 % SDS 200 µL 100 µL 
10 % APS 140 µL 70 µL 
TEMED 10 µL 5 µL 
 
Die Proben (Zelllysat- und Transfektions-Überstand) wurden 1:2 mit DNA-Probenpuffer verdünnt 
und 10 min bei 99 °C gekocht. Dann konnten die Proben und der Größenmarker (Precision Plus 
Protein Prestained Standard, BioRad) aufgetragen, die Power Supply 10 min auf 100 Volt einge-
stellt und später dann für ca. 40 min auf 180 Volt hochgestellt werden. Nach erfolgtem 
Elektrophoreselauf wurden die Glasscheiben aus der Kammer herausgenommen und mittels eines 
Skalpells voneinander getrennt.  
Um das Gel zu färben, wurde dieses für eine Stunde in die Färbelösung eingelegt und bei RT und 
50 rpm geschwenkt. Anschließend wurde das Gel durch mehrfachen Wasserwechsel über Nacht 
gewaschen. Nun wurde das Gel entweder mit Weißlicht photographiert oder zwischen zwei Ein-
weckfolien zirka einen Tag lang an der Luft getrocknet. 
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2.6.2 Westernblot 
Der Westernblot wurde verwendet, um die Proteine aufgrund von Antikörperwechselwirkungen 
näher zu charakterisieren. Es wurde wie in Sambrook et al. [152] beschieben gearbeitet. Der erste 
Antikörper, gerichtet gegen das gesuchte Protein, wurde in Blockingpuffer verdünnt, und über 
Nacht (4°C, 50 rpm) inkubiert. Der Sekundär-Antikörper, gerichtet gegen den konstanten Teil des 
ersten Antikörpers (meist ein Horseradish-Peroxidase (HRP) konjugierter anti-IgG Antikörper), 
wurde zur Inkubation für eine Stunde bei RT und 50 rpm auf die Membran gegeben. Die Zusam-
mensetzung der verwendeten Substratlösung ist in Abschnitt 2.8.2 angegeben. 
2.7 Immunologische Methoden 
2.7.1 Nachweis von SIV-spezifischen Antikörpern: SIVagm- / SIVmac-ELISA 
Dieser Test dient der semiquantitativen Bestimmung spezifischer Antikörper gegen retrovirale 
Proteine in Plasmaproben. Die Methode beruht auf einer Antigen-Antikörper-Bindung, die mittels 
Peroxidase-gekoppeltem Antikörper nachgewiesen wird.  
Die Herstellung des Antigens erfolgte aus Zellkulturüberständen von SIVagm bzw. SIVmac infi-
zierten C8166-Zellen. Ungefähr 3 L Zellkulturüberstand wurden in einer Ultrazentrifuge (Beck-
mann, Rotor 19) bei 4°C für 30 min bei 5.000 rpm zentrifugiert. Aus diesem Überstand wurden 
durch eine weitere Ultrazentrifugation für 2,5 h bei 18.000 rpm und 4°C Viruspartikel pelletiert. 
Das Viruspellet wurde über Nacht auf Eis gestellt und am nächsten Tag gesammelt. Um noch 
vorhandene Zelltrümmer zu entfernen, wurde das resuspendierte Viruspellet auf ein Sucrosekis-
sen, dessen Dichte mit 1,13 g/ml etwas unter der Viruspartikeldichte liegt, geschichtet. Erneut 
wurde für 1 h zentrifugiert (100.000 g in Beckmann Rotor SW28 bei 4°C). Das Pellet wurde in 
PBS resuspendiert, in 200 µl aliquotiert und bei –20°C eingefroren. Zur Viruslyse wurde das Vi-
ruspellet 0,1 %ig mit Nonidet-P40 (Igepal) versetzt und 30 min bei RT inkubiert, anschließend auf 
10 ml PBS/0,1 %Tween aufgefüllt. 
Um gereinigtes SIVagmGag bzw. SIVmacGag Protein zu erhalten, wurde ein monoklonaler Anti-
körper gegen Gag-Protein (AG3.0) an CNBr-aktivierte Sepharose 4B (Pharmacia, Heidelberg) 
gekoppelt. Der Antikörper wurde dazu vorab über Nacht in Kopplungspuffer (0,1 M NaHCO3, pH 
8,3; 0,5 M NaCl) bei 4°C dialysiert und anschließend auf eine Konzentration von 10 mg/ml ver-
dünnt. 5 ml wurden mit 1 g Sepharose eine weitere Nacht bei 4°C inkubiert und nach mehrfachem 
Waschen mit alternierendem pH-Wert und Resuspendierung in eine Säule überführt. Die 10 ml 
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Viruslysat wurden auf die Säule gegeben, mit 10 Säulenvolumen PBS/0,1 %Tween gewaschen 
und anschließend mit Elutionspuffer (100 mM TRIS-HCl, 100 mM Glycin, 0,5 M NaCl; pH 2,3) 
eluiert. Das Eluat wurde sofort mit 100 µl 2 M TRIS-HCl (pH 11) neutralisiert. Nach Überprü-
fung der Fraktionen auf SIVagmGag- bzw. SIVmacGag-Gehalt mittels Antigen-Sandwich-ELISA 
wurden die positiven Fraktionen vereint und über Nacht bei 4°C gegen PBS dialysiert (Dialyse-
schlauch 3500 MW). Das gewonnene Protein wurde im Antigen-Capture-Assay und in der Wes-
tern-Blot-Analyse getestet. 
Das Antigen wurde in optimaler Konzentration (in Vorversuchen titriertes SIVagmGag bzw. 
SIVmacGag, Richtwert 1 µg/ml oder SIVagm bzw. SIVmac Viruslysat) zunächst in die Vertie-
fungen einer 96-Well Falcon Microtest III Probind Platte (Becton Dickinson) adsorbiert. Dies 
erfolgte durch die Verdünnung des Antigens in Wasser, wobei das Endvolumen pro Vertiefung 
50 µl betrug. Die Lösung trocknete über Nacht unter Anwendung eines Ventilators ein. Anschlie-
ßend wurde mit 100 μl pro Loch PBS mit 2 % (w/v) Milchpulver (PM) durch 45-minütiges Inku-
bieren bei Raumtemperatur blockiert. Die Platten wurden danach dreimal mit je 200 μl pro Loch 
PBS mit 0,2 % Tween 20 (PT) gewaschen. Die in den Seren enthaltenen spezifischen Antikörper 
konnten nun an die Wand der Vertiefung binden. Die Seren wurden 1:50 in PM mit 0,1 % Tween 
20 (PMT) vorverdünnt und in einem Volumen von 50 μl pro Loch in Duplikaten 1:3 ausverdünnt 
(insgesamt acht Verdünnungsstufen). Es folgte eine 60 min Inkubation bei 37°C und anschließend 
ein dreimaliger Waschgang mit 200 µl pro Loch PT. Zur Detektion der gebundenen Antikörper 
wurde ein sekundärer, enzymgekoppelter Antikörper, der sich gegen den Fc-Teil des primären 
Antikörpers richtet, eingesetzt. Der Detektionsantikörper (anti-human IgG Peroxidase Konjugat 
aus der Ziege) wurde 1:1000 in PMT verdünnt und in einem Volumen von 50 μl pro Loch pipet-
tiert. Die Platten wurden anschließend für 30 min bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von 50 µl 
Substratlösung katalysierte das konjugierte Enzym (Peroxidase) eine Farbreaktion, welche durch 
Zugabe von 25 µl 2,5 N Schwefelsäure gestoppt wurde. Die Intensität der Färbung verhält sich 
proportional zur Menge der gebundenen Antikörper und wurde photometrisch bei einer Wellen-
länge von 492 nm (Referenzwellenlänge 620 nm) im Tecan Sunrise Photospektrometer (Tecan) 
bestimmt. Negatives Serum wurde zur Bildung des Schwellenwerts (Mittelwert plus 5x Standard-
abweichung) verwendet.  
In der vorliegenden Primaten-Studie wurde dabei nach IgG-Antikörpern in den Plasmaproben 
gesucht, zum einen gegen Viruslysat und zum anderen gegen aufgereinigtes SIVagmGag bzw. 
SIVmacGag Protein. Die Mausseren wurden nur auf Antikörper gegen Gesamtviruslysat getestet.  
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2.7.2 INFγ - ELISpot 
Dieser Assay wurde verwendet, um durch Peptide stimulierte T-Zellen zu detektieren und somit 
zu quantifizieren. Hierbei wurden 96-Loch-Platten (MAIP S45 ELISpot-Platte, Millipore) ver-
wendet, deren Lochböden mit einer Polyvinyldifluorid-Membran (PVDF-Membran) beschichtet 
waren. Während des gesamten Protokolls war darauf zu achten, dass die Platten bis zum Abneh-
men der Zellen steril blieben und dass nie der Boden der Vertiefungen berührt wurde, da auftre-
tende Kratzer die Messung und Analyse stören würden. INFγ wird von T-Zellen antigenspezifisch 
freigesetzt, dient dadurch der Detektion HIV-spezifischer T-Zellen [155, 156] und kann somit als 
Biomarker in verschiedenen Methoden benutzt werden. 
Die Platten wurden einmal mit 70 % Ethanol (15 µL pro Loch) inkubiert, um die Poren zu ver-
größern und die Platten in einen möglichst keimarmen Zustand zu überführen. Nach einminütiger 
Inkubationszeit wurde der Inhalt der Vertiefungen in eine Wanne ausgeschüttet. Anschließend 
wurden die Platten 6x mit PBS (200 µL pro Loch) gewaschen und nach dem letzten Waschgang 
auf einem sterilen saugfähigen Papier ausgeklopft. Danach wurden sofort 100 µL eines bereits 
vorbereiteten Beschichtungs-Antikörpers, gerichtet gegen INFγ (Mab AN18 bzw. GZ-4, Mab-
tech), in jede Vertiefung gegeben, um ein Austrocknen der Platten zu verhindern. Die Platten 
wurden über Nacht bei 4 °C aufbewahrt.  
Am nächsten Tag wurde der Inhalt der Platten verworfen, die Platten 6x mit PBS (200 µL pro 
Loch) gewaschen und nach dem letzten Waschgang auf sterilem, saugfähigen Papier ausgeklopft. 
Um die Platten zu blockieren, wurden 100 µL 0,2 µm-sterilfiltriertes RPMI+++ Medium in jede 
Vertiefung gegeben und die Platten für 2 h bei RT inkubiert, danach bis zur Zell-Zugabe bei 4 °C 
aufbewahrt.  
Nach der Isolierung der Mausmilzzellen oder der PBMC nicht-menschlicher Primaten wurden die 
Zellen direkt in den Assay eingesetzt. Bei der Verwendung von in Stickstoff eingefrorenen Zellen 
wurden diese nach dem Auftauen mit RPMI+++-Medium im Falconröhrchen mit leicht geöff-
netem Deckel zur Gewährleistung des Gasaustausches für 2 h in einem Inkubator mit 95 % Luft-
feuchtigkeit bei 37 °C inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit erfolgte die Zellzählung mit dem 
Coulter Counter (Beckman Coulter), pro Platte wurden jeweils 1 x 107 Zellen benötigt, dies ent-
sprach einer Zellzahl von 4 x 106 Zellen/ml.  
Nach Entfernung der Blockierungslösung (RPMI+++ Medium) wurden die Platten 6x mit PBS 
(200 µL pro Loch) gewaschen und nach dem letzten Waschgang auf sterilem, saugfähigen Papier 
ausgeklopft. Anschließend wurden 50 µL der in Anhang II-VI aufgeführten Peptide (10 µg/ml, 
verdünnt mit Medium) in die jeweiligen Vertiefungen der 96-Loch-Platte pipettiert, jeweils in 
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Einzelbestimmungen als Peptid-Matrix oder in Triplikaten, wenn nur ein Peptid zur Stimulation 
eingesetzt wurde. In den Negativ-Kontroll-Ansätzen befanden sich 50 µL eines irrelevanten Pep-
tids (10 µg/ml, verdünnt mit Medium) oder Medium, in der Positiv-Kontrolle befanden sich 50 µL 
PWM (4 µg/ml, Sigma). Nachdem 50 µL der Zellsuspension (4 x 106 Zellen/ml) in die Vertiefun-
gen pipettiert und die Platten mit Silberfolie umwickelt wurden, erfolgte eine Inkubation im 37 °C 
Brutschrank mit einer Luftfeuchtigkeit von 95 % für 16 h. Ab diesem Zeitpunkt wurden die Plat-
ten weder bewegt noch angestoßen, da die Messergebnisse sonst nicht aussagefähig gewesen wä-
ren.  
Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen in eine Schüssel mit Teralin® geschüttet und die 
Platte auf saugfähigem Papier ausgeklopft. Anschließend wurden die Platten 6x mit 0,05 % 
Tween 20 (Sigma) in PBS (200 µL pro Loch) gewaschen und nach dem letzten Waschgang auf 
saugfähigem Papier ausgeklopft. Danach wurden sofort 100 µL eines bereits vorbereiteten Detek-
tions-Antikörpers gegen INFγ (Mab R4-6A2 bzw. 7-B6-1-Biotin, Mabtech) in jede Vertiefung 
gegeben und für 2 h bei 37 °C mit einer Luftfeuchtigkeit von 95 % inkubiert. Verdünnt wurde der 
Antikörper 1:1000 mit 0,5 % sterilfiltriertem FKS (Gibco BRL) in PBS. Danach wurden die Plat-
ten 6x mit PBS (200 µL pro Loch) gewaschen und nach dem letzten Waschgang auf saugfähigem 
Papier ausgeklopft. Nach dem Waschen wurden 100 µL vorbereitete alkalische Phosphatase 
Streptavidin-Konjugat (Mabtech AB) in jede Vertiefung gegeben und 1 h bei Raumtemperatur 
inkubiert, verdünnt wurde das Enzym-Konjugat 1:1000 mit 0,5 % sterilfiltriertem FKS (Gibco 
BRL) in PBS. Danach wurden die Platten 6x mit PBS (200 µL pro Loch) gewaschen und nach 
dem letzten Waschgang auf saugfähigem Papier ausgeklopft. Anschließend wurden 100 µL des 
Substrates 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl Phosphat / Nitro Blue Tetrazolium (BCIP / NBT) in jede 
Vertiefung gegeben (Substratzusammensetzung laut Herstellerangaben). Die Platten wurden bis 
zur Entwicklung von Spot Forming Units (SFU, punktförmigen Einheiten) (10 min- 2 h) mit dem 
Substrat inkubiert und danach 3x mit destilliertem Wasser gespült. Die Trocknung erfolgte im 
Dunkeln über Nacht oder 30 min vor einem Ventilator. Abschließend wurden die Platten mit Hilfe 
des ELISpot-Readers der Firma AID (Autoimmun Diagnostika GmbH) digital photographiert und 
mit der AID elispot 3.1 Software ausgewertet.  
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2.8 Materialien und Geräte 
2.8.1 Geräte 
Gene Pulser II, Biorad 
Elektro-Blotter, Biorad  
Elektrophorese-kammer, Biorad 
ELISpot-Reader, Autoimmun Diagnostika GmbH 
Helios Gene Gun System Biorad 
Horizontalschüttler, Afg 
MX4000 real time PCR System, Stratagene 
NanoDrop ND-1000, Peqlab 
Power Supply, Biorad 
Thermocycler: 200 DNA-Engine Thermocycler, MJ Research; FlexCycler, Analytik Jena 
Zellzähler: Coulter Counter ZM, Beckman Coulter 
2.8.2 Puffer, Medien und Lösungen 
Alle Feinchemikalien wurden von Sigma bezogen. 
Blockingpuffer: 5 % Milchpulver + 1 % Tween20 in PBS 
DNA-Probenpuffer (2x): 950 µl Sample Buffer (Biorad) + 50 µl β-Mercapto-Ethanol  
Erytrozyten-Lyse-Lösung: 8,6 g Ammoniumhydrochlorid in 1 L Wasser 
Färbelösung: Trypanblau, Sigma; Roti®-Blue, Sigma 
Laufpuffer (1x): 0,025 M TRIS, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS  
LB-Medium(Luria-Bertani 
Medium): 
1 % Bacto-Trypton; 0,5 % Bacto Hefe Extrakt; 1 % NaCl; pH 7,0 
LBamp-Medium: LB-Medium mit Zusatz von 100 μg/ml Ampicillin (Amp) 
LBamp-Agarplatten: LB-Medium mit 20 g/l Agar und 100 μg/ml Ampicillin 
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Lysispuffer: 20 mM TRIS, 150 mM NaCl, 10ml/L TritonX-100 mit HCl ad 
pH 7,7 + 1 Proteasetablette (Roche) pro Liter 
Orange-G-Probenpuffer (6x): 650 g/L Saccharose, 4 g/L Orange-G, 10 mM EDTA in TE-Puffer 
PBS: 123 mM Natriumchlorid + 2,7 mM Kaliumchlorid + 10 mM Di-
natriumhydrogenphosphat + 2 mM Kaliumdihydrogenphosphat, 
pH 7,0, mit dest. Wasser auf 1 L auffüllen 
PM: PBS mit 2% (w/v) Milchpulver (Marvel, GB) 
PMT: PM mit 0,1% (v/v) Tween 20 
PT: PBS mit 0,2% Tween 20 
PVP-Stocklösung (immer 
frisch anzusetzten): 
20 mg PVP (Biorad) in 1000 μL wasserfreiem  
 Ethanol (100 %) gelöst, Gefäß mit Parafilm verschlossen 
PVP-Arbeitslösung 
(c = 0,05 mg/mL): 
15,5 μL PVP-Stocklösung + 6,2 mL wasserfreies Ethanol 
(100 %), reichte für 2 Schläuche 
Spermidin-Stocklösung: Sigma (c = 1 mol/L - bei 4 °C und dunkel zu lagern) 
Spermidin-Arbeitslösung (c = 0,05 mol/L): 25 μL Spermidin-Stocklösung + 475 μL dest. 
Wasser,  reichte für 5 Schläuche 
WesternBlot: ECLTM-WB-Detection; jeweils 1 ml Lösung 
A + B (reichte für eine Membran) 
ELISpot-Assay: BCIP / NBT, Biorad 
Substratlösung: 
ELISA: PBS pH 6.0 mit 1 mg/ml o-
Phenylendiamindihydrochlorid (OPD) und 
1 μl/ml H2O2 
TAE-Puffer (1x): 40 mM Tris-Acetat + 1 M EDTA, pH 8,0 
TE-Puffer: 10 mM TRIS, 1 mM EDTA in dest. Wasser, pH 8,0  
Waschpuffer 1x PBS mit 0,1 % Tween20 
 
2.8.3 Herkunft der Plasmide 
Die unten aufgeführten Plasmide wurden unserer Gruppe freundlicher Weise von François Villin-
ger vom EMORY – University School of Medicine, Department of Pathology and Laboratory 
Medicine in Atlanta, Georgia zur Verfügung gestellt. 
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pGEM Rst GM-CSF cl.1 (GM-CSF aus Macaca mulatta) 
pGEM VervGM-CSF cl.1 (GM-CSF aus Chlorocebus aethiops) 
pGEM PTYN GM-CSF cl.1 (GM-CSF aus Macaca nemestrina) 
 
Das Plasmid pCI-muGMCSF hatten wir dankenswerter Weise von Prof. Dr. J. Reimann von der 
Universität Ulm erhalten. Das pTH-Vektor-Konstrukt erhielten wir von Dr. T. Hanke von der 
Universität in Oxford.  
2.8.4 Peptide 
Die im Anhang II-VI aufgeführten Peptide wurden zur Stimulierung der PBMC im ELISpot-
Assay eingesetzt. Jeweils 2 µMol eines jeden Peptids wurden von der Firma peptides&elephants 
synthetisiert. Durch eine Reversed-Phase-Chromatographie wurde eine Reinheit der Peptide von 
über 50 % bestätigt und durch eine Elektronen-Spray-Ionisation-Massen-Spektrometrie die Masse 
jedes einzelnen Peptids überprüft. Das Lösen der Peptide erfolgte in 100 µL DMSO, die entstan-
dene Lösung besitzt eine Konzentration von 10 mg/ml. Durch anschließendes Poolen der Peptide 
im Matrixformat ergab sich eine Vorverdünnung der einzelnen Peptide im Pool (1:10 bzw. 1:11).  
Das gesamte SIVagmVervGag-Protein umfassende Peptidset besteht jeweils aus 15meren mit ei-
nem AS-Überhang von 10 AS. Die Peptidpoolmatrix der SIVagmVervetGag-Peptide 1-100 ist in der 
Tabelle im Anhang V dargestellt und umfasst die Pools 21-40. Das gesamte HIV-1 bzw. SIV-
mag239-Gag-Protein umfassende Peptidset besteht jeweils aus 15meren mit einem AS-Überhang 
von 11 AS. Die Peptidpoolmatrices dieser Peptide (HIV-1 Pool: 63-84 und SIVmac Pool:85-106) 
sind in den Tabellen im Anhang V dargestellt.  
Das gesamte OVA-Protein umfassende Peptidset besteht jeweils aus 12-16meren mit unterschied-
lichen AS-Überhängen, erstellt nach physiologischen Bedingungen durch die Internetseite 
http://www.hiv.lanl.gov/content/hiv-db/PEPTGEN/PeptGenSubmitForm.html. Die Sequenz des 
Proteins wurde in drei gleichgroße Teile geteilt und die darin enthaltenen Peptide jeweils gepoolt, 
so dass drei OVA-Peptidpools entstanden. Diese wurden dann im ELISpot-Assay zur Detektion 
von spezifischen Primaten-PBMC genutzt. 
Ergebnisse 
3 Ergebnisse 
3.1 Herstellung der Gene SIVagmGag und SIVmacGag 
3.1.1 Codonoptimierung der Gene SIVagmGag und SIVmacGag 
Für die Generierung der codonoptimierten Sequenzen wurde der optimale Codon-Gebrauch von 
Säugetieren [148] (Tabelle 22) verwendet. Die SIVagmGag und SIVmacGag Wildtyp-Sequenzen 
sind im Vergleich zur jeweils theoretisch ermittelten codon-optimierten und zur sich tatsächlich in 
dem Immunisierungsvektor pTH befindlichen Sequenz im Anhang VII-VIII dargestellt. Die co-
donoptimierten Sequenzen von SIVagmGag entsprechen der WT-Sequenz nur noch zu 73 % bei 
gleichbleibender Aminosäuresequenz. In der theoretisch codonoptimierten Sequenz sind 360 Co-
dons geändert, in der tatsächlich generierten codonoptimierten Sequenz sind es 357. Dies ent-
spricht 68,3-68,9 % geänderte Codons. Im Fall von SIVmacGag stimmen die CO-Sequenzen nur 
noch zu 74 % mit der WT-Sequenz überein, hier sind es 330 bzw. 328 geänderte Codons. Dies 
entspricht prozentual 64,2-64,6 % geänderten Codons, geringfügig weniger als bei der Sequenz 
von SIVagmGag. Variationen von der theoretischen zur tatsächlichen codonoptimierten Sequenz 
ergaben sich aufgrund von falsch synthetisierten Ausgangsoligonukleotiden oder Fehlern bei der 
Elongation der Taq-Polymerase, da diese keine Fehlerkorrekturfunktion besitzt. Da Mutagenese-
PCRs langwierig und manchmal auch nicht durchführbar sind, wurden nur solche Varianzen ent-
fernt, die zu einem Frameshift oder einer Aminosäuresubstitution geführt hätten.  
Tabelle 22: Verwendete optimale Codons für Säugetiere [148] 
 DNA-Sequenz DNA-Sequenz
Ein-Buch- Drei-Buch- bei codon-optimierten Ein-Buch- Drei-Buch- bei codon-optimierten
stabencode stabencode Sequenzen stabencode stabencode Sequenzen
A Ala GCC I Ile ATC
R Arg CGC L Leu CTG
H Asn AAC K Lys AAG
D Asp GAC F Phe TTT
C Cys TGC P Pro CCC
Q Gln CAG S Ser AGC
E Glu GAG T The ACC
G Gly GGC Y Tyr TAC





3.1.2 Vergleich der Expressionsstärke von CO- und WT-Sequenz in vitro 
Durch die Codonoptimierung entstand eine wesentlich größere Menge an Protein bei gleicher 
Menge an transfizierter DNA, gleicher Anzahl zu transfizierenden CHO-Zellen und gleichem 
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Abb. 14: Westernblot Analyse der Transfektion von CHO-Zellen mit SIVagmGagWT/CO, SIVmac-
GagWT/CO und HIV-1Gag-WT/CO (oben αV5-AK, unten AG3.0-AK spezifisch für Gag) 
 
Durch die codonoptimierten Gene wurde 2-10x mehr Protein gebildet als durch die Wildtypgene, 
wie durch Quantifizierung mittels p24/p27-Sandwich-ELISA hervorging (Daten nicht gezeigt). 
3.2 DNA-Immunisierung im Maus-Modell 
3.2.1 Vergleich der Immunogenität von CO- und WT-Sequenz in vivo 
Die Immunogenität der Gene im Immunisierungsvektor pTH wurde durch Immunisierung von 
Mäusen überprüft. Dabei wurden Balb/c- und C57Bl/6-Mäuse (Haplotyp H-2d und H-2b) mittels 
Gene Gun im Prime/45 Tage Boost-Rhythmus immunisiert. Wie in der Abb. 15 exemplarisch zu 
sehen ist, ließ sich im Gegensatz zur SIVagmGagWT-Gen-Immunisierung in Balb/c Mäusen eine 
größere Anzahl an spezifischen Mausmilzzellen mit der CO-Variante induzieren. Das gleiche Bild 





Abb. 15: Vergleich von induzierter zellulärer Immunantwort durch Immunisierung mit dem  
SIVagmgagCO (#1-5) bzw. –WT-Gen (#6-10) in Balb/c Mäusen 
 
Die Möglichkeit durch die bioballistische DNA-Immunisierung Antikörper zu induzieren, gelang 
unter diesen Versuchsbedingungen nur durch die Verwendung von codonoptimierten Genen. Der 
SIVagmGag-Antikörpertiter war in beiden Mausstämmen ähnlich, wenn auch der Titer hier in der 
Abbildung in den C57Bl/6 Mäusen einen geringfügig höheren Wert aufzeigt (Abb. 16). Bei ande-
ren Studien wiesen die Seren der Balb/c Mäuse einen höheren SIVagmGag-Antikörpertiter auf. 
Die Immunisierungen mit den anderen gag-Genen (SIVmac und HIV-1) führte ebenso zu einem 












































Abb. 16: Induktion eines Anti-SIVagmGag-Antikörpertiter 
A durch Immunisierung mit dem SIVagmgagCO-Gen in Balb/c Mäusen 
B durch Immunisierung mit dem SIVagmgagWT-Gen in Balb/c Mäusen 
C durch Immunisierung mit dem SIVagmgagCO-Gen in C57Bl/6 Mäusen 
D durch Immunisierung mit dem SIVagmgagWT-Gen in C57Bl/6 Mäusen 
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Die Induktion der zellulären und humoralen Immunantwort durch Verwendung der Gene  
SIVmacgagCO/WT und HIV-1gagCO/WT ergab die gleiche Differenz zwischen den codonopti-
mierten und Wildtyp-Varianten (Daten nicht gezeigt).  
Die signifikanten Unterschiede zwischen der Immunisierung mit dem codonoptimierten Gen zur 
Wildtyp-Variante wurden auch bei unterschiedlichen Mengen an applizierter DNA deutlich 
(Abb. 17 und 18). Es wurden jeweils die Tiere einer Gruppe entweder mit 0,014 µg, 0,14 µg oder 
1,4 µg gag DNA einmal immunisiert, die Menge an muGMCSF blieb dabei allerdings gleich 
(1,4 µg pro Immunisierung). Dasselbe Versuchsschema wurde jeweils für die CO- und WT-
Variante durchgeführt. Die Abb. 17zeigt, dass durch die Veränderung des Gens im Durchschnitt 
nur ein Zehntel der Menge des WT-Gens nötig war, um die gleiche Anzahl an spezifischen T-
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Abb. 17: Vergleich verschiedener verabreichter DNA-Mengen innerhalb desselben Gens bzw. zwischen der 




































Abb. 18: Vergleich verschiedener verabreichter DNA-Mengen innerhalb desselben Gens bzw. zwischen der 
CO- und WT-Variante von SIVagmgag; humorale Immunantwort in Balb/c Mäusen 
 
Die Induktion von Gag-spezifischen Antikörpern gelang unter diesen Versuchsbedingungen eben-
so gut wie die Induktion der spezifischen CTLs hauptsächlich durch die Codonoptimierung der 
DNA-Sequenz (Abb. 18). Durch die Verwendung von einem 100stel der DNA-Menge des Wild-
typgens (1,4 µg WT-DNA / Immunisierung und Maus) an codonoptimierter DNA (0,014 µg CO-
DNA / Immunisierung und Maus) wurde in etwa der gleiche Antikörpertiter erreicht.  
Durch die Verwendung von codonoptimierten Genen war es teilweise überhaupt erst möglich, 
eine Immunantwort zu induzieren. Die Codonoptimierung der DNA nimmt für die Induktion einer 
Immunreaktion einen wesentlich größeren Stellenwert ein als die Quantität der DNA, da bei erste-
rer durch kleinere Sequenzvariationen im Gegensatz zu Mengenfehlern größere Varianzen auftre-
ten würden.  
3.2.2 Notwendigkeit für die Koapplikation von murinem GMCSF 
Die erste Mausstudie erfolgte ohne die Koapplikation von murinem GMCSF. Es konnten keine 
spezifischen Milzzellen und nur geringe Mengen an αGag-Antikörpern identifiziert werden (Da-
ten nicht gezeigt). Die folgenden Studien wurden mit Koapplikation von murinem GMCSF als 
Immunstimulator durchgeführt. Es ließen sich durch den Prime/45 Tage Boost-Rhythmus spezifi-
sche Milzzellen und αGagAntikörper nachweisen (Abb. 17 und 18).  
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3.2.3 Epitopkartierung von SIVagmGag und SIVmacGag in Balb/c- und C57Bl/6-
Mäusen 
Durch bioballistische DNA-Immunisierungen wurden Balb/c- (Haplotyp H-2d) und C57Bl/6-
Mäuse (Haplotyp H-2b) immunisiert, um anschließend die Milzzellen zu entnehmen und mittels 
überlappender 15mer Peptide CTL-Epitope zu kartieren. Durch die Benutzung von Peptiden, die 
das ganze Protein abdecken, konnten CTL-Epitope von SIVagmGag und SIVmacGag in Mäusen 
mit dem Haplotyp H-2b bzw. H-2d identifiziert werden.  
Die Identifizierung eines 15mer Peptids als signifikant INFγ induzierendes Agens bei der Stimula-
tion von Mausmilzzellen geht auf zwei positive Reaktionen im ELISpot-Assay zurück, da jedes 
Einzelpeptid in zwei unterschiedlichen Peptidpools enthalten ist. Konnte nur ein Peptidpool eine 
signifikant hohe Menge an Milzzellen stimulieren, wurde diese als falsch positive Reaktion ge-
wertet, da die theoretisch durch den zweiten Peptidpool hervorgerufene Reaktion fehlte. In der 
nachfolgenden Tabelle ist exemplarisch der Aufbau einer solchen Peptid-Matrix zu sehen. 
Tabelle 23: Matrix für die Pools der einzelnen SIVagmVervGag-Peptide, farblich unterlegt sind die jeweilig 
kartierten 15mere in den verschiedenen Mausstämmen 
SIVagmVervGag Peptidpools 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40   
21 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10   
22 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20   
23 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30  Balb/c 
24 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40   
25 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50  C57Bl/6 
26 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60   
27 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70   
28 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80   
29 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90   
30 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100   
 
In der Abbildung 19 sind spezifische T-Zell-Reaktionen der Milzzellen von mit SIVagmGag-
DNA immunisierten C57Bl/6 Mäusen zu sehen. Das identifizierte 15mer Epitop besaß die Ami-
nosäuresequenz DRFYKAIRAEQASGE. Die Stimulation der Milzzellen durch Nonamere erzielte 
kein eindeutiges CTL-Epitop mit neun Aminosäuren Länge. Auf die gleiche Weise konnte aber 
ein CTL-Epitop in Balb/c Mäusen detektiert werden, dieses hat die Aminosäuresequenz 
VGAIYRRWIILGLQK. Mit Hilfe der Feinkartierung konnten zwei Nonamere mit den Sequenzen 
AIYRRWIIL und YRRWIILGL identifiziert werden, diese sind zwar zueinander in der Anzahl 
der spezifischen T-Zellen äquivalent, jedoch induzieren sie bei wesentlich weniger Milzzellen 
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Abb. 19: ELISpot-Assay – Kartierung des SIVagmGag Epitops in C57Bl/6 Mäusen #1-#10 zweifach mit 
SIVagmGag-DNA immunisierte C57Bl/6 Mäuse 
 
Durch die Benutzung der 15mer Peptide im Matrixformat reagierten die C57Bl/6 Milzzellen auf 
die SIVmacGag-Peptidpools 92, 96 und 97 (siehe auch Anhang V), was auf die sich überlappen-
den 15mer SIVmacGag-Peptide Nr. 78 und 79 (QTDAAVKNWMTQTLL und 
AVKNWMTQTLLIQNA) hindeutete. Der überlappende Bereich AVKNWMTQTLL bestand aus 
elf Aminosäuren und konnte durch Feinkartierung als der signifikante Bereich charakterisiert 
werden (Daten nicht gezeigt). Die in dem 11mer liegenden Nonamere regten nur 95 bzw. 145 
spezifische T-Zellen von einer Million Milzzellen an, dies entsprach < 0,01 % der Milzzellen. 
Wohingegen das 11mer SIVmacGag-Peptid 0,04-0,05 % der Milzzellen stimulierte und somit ein 
CTL-Epitop für den Haplotyp H-2b der C57Bl/6-Mäuse ist. Das SIVmacGag-Epitop in Balb/c 
konnte, wie auch in der Arbeitsgruppe um J. zur Megede (submitted), nicht detektiert werden. 
Die HIV-1-Gag-Peptidpools 67, 78 und 79 stimulierten eine signifikante Anzahl an Splenozyten 
der zuvor mit HIV-1Gag-DNA immunisierten Mäuse. Das 15mer Peptid 49 bzw. 50 
(GHQAAMQMLKDTINE bzw. AMQMLKDTINEEAAE) war in den oben genannten Peptid-
pools enthalten. Durch Überlappung der beiden Peptide und durch Angaben in der Literatur 
sprach alles für das Nonamer AMQMLKDTI. In der Literatur wurde ein Nonamer der HIV-1HXB2-
Sequenz für den Maus-MHC-Typ H-2d beschrieben, welcher an der Position 7 eine Glutaminsäure 
statt einer Asparaginsäure trägt. Durch Stimulation der Milzzellen mit dem Nonamer der tatsäch-
lichen Aminosäuresequenz konnte bestätigt werden, dass es diese Methode ermöglicht, Epitope 




Abb. 20: ELISpot-Assay – Feinkartierung des HIV-1Gag Epitops in Balb/c Mäusen #1-#4 zweifach mit 
HIV-1gagCO-DNA immunisierte Balb/c Mäuse 
Rot-  15mer  Grün - 9mer  Gelb- unspez. 9mer 
 
Die kartierten MHC-I-Epitope von SIVagmGag, SIVmacGag und HIV-1Gag in den verschiede-
nen Mausstämmen ist in der folgenden Tabelle zusammengefasst.  
Tabelle 24: Kartierte Gag-Peptide in Balb/c und C57Bl/6 Mäusen, Position im Gen siehe auch Anhang 
VII,VIII und X 
Ag Balb/c = H-2d Position [AS] C57Bl/6 = H-2b Position [AS] 





SIVmacGag ⎯  ⎯  AVKNWMTQTL Gag313-322 
HIV-1 Gag AMQMLKDTI Gag197-205  ⎯ ⎯  
 
Die Epitope des SIVagmGag für beide Mausstämme lassen sich in geringer Abwandlung in den 
von Mata et al. [157] beschriebenen CD4+-T-Zell-Epitopen wiederfinden. Das Peptid MRC-13 
besitzt die Aminosäuresequenz NPPIPVGEIYKRWIILGLNK, befindet sich an Position Gag253-272 
des HIV-1SF2-Isolats und weist starke Homologie zu den kartierten Epitopen für Balb/c Mäuse 
auf. Ebenso zeigt auch das CD4+-Helfer-T-Zell-Epitop MRC-17 (Gag293-312, 
FRDYVDRFYKTLRAEQASQD) große Ähnlichkeit zum kartierten Epitop für C57Bl/6 Mäuse. 
Die Präsenz von CD4+-Helfer-T-Zellen in der PBMC-Population führt zur Detektion einer höhere 
Anzahl an INFγ produzierenden Zellen nach Peptidexposition. Dies würde erklären, weshalb im 
Fall der Epitope für die Balb/c Mäuse durch das 15mer eine höhere Anzahl an PBMC stimulierbar 
war. Ebenso würde es erklären, weshalb durch das 15mer C57Bl/6 Milzzellen stimulierbar waren, 
hingegen aber kein CTL-Epitop identifiziert werden konnte.  
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3.2.4 Feinkartierung von CTL-Epitopen 
Die vorhergesagten optimalen Peptide, welche an die MHC-I-Moleküle der CD8+-Zellen und die 
TCR der spezifischen T-Zellen binden, sind meistens neun Aminosäuren lang. Dennoch gibt es 




Abb. 21: ELISpot-Assay - Feinkartierung des SIVmacGag Epitops in C57Bl/6 Mäusen 
A Unterteilung des überlappenden Teils der 15mere in Nonamere  
     #1-#3 zweifach mit SIVmacGagCO-DNA immunisierte Mäuse + naive C57Bl/6  Maus 
B Unterteilung des überlappenden Teils der 15mere in Dekamere 
     #1-#3 zweifach mit SIVmacGagCO-DNA immunisierte Mäuse  
     PWM = Pokeweed Mitogen; positiv Kontrolle 
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In der Abbildung 21A ist zu sehen, dass das 11mer wesentlich mehr spezifische Zellen stimuliert 
als die verschiedenen Nonamere, die jeweils zueinander immer um eine Aminosäure Richtung N-
Terminus verschoben sind. Die durch das 11mer hervorgerufene Anzahl spezifischer Zellen ent-
spricht fast der durch die 15mere SIVmacGag78309-323 und SIVmacGag79313-327 induzierten An-
zahl. Um dieses 11mer weiter zu charakterisieren, wurde ein ELISpot-Assay durchgeführt, in dem 
das überlappende 11mer in zwei Dekamere unterteilt und getestet wurde. Das Dekamer 
AVKNWMTQTL konnte als das optimale Epitop identifiziert werden (Abb. 21B). Dennoch er-
reichte es nicht die Stärke der Immunantwort, die die 15mer langen Peptide induzierten. Dies 
könnte darauf hindeuten, dass durch die 15mere noch CD4+-Helfer-Zellen angesprochen wurden. 
Allerdings ist in der HIV-Datenbank Los Alamos (http://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/ 
index) kein CD4+-T-Helferzellen-Epitop mit einer ähnlichen Sequenz hinterlegt oder ein CD4-
Bindemotiv innerhalb der Sequenz QTDAAVKNWMTQTLLIQNA (SIVmacGag309-327) von Syf-








































































Abb. 22: ELISpot-Assay - Feinkartierung des HIV-1Gag Epitops in Balb/c Mäusen 
#1-#4 zweifach mit HIV-1gagCO-DNA immunisierte Balb/c Mäuse 
 
Eine weitere Charakterisierung des CTL-Epitops wurde mit Milzzellen von mit HIV-1Gag-DNA 
immunisierten Balb/c Mäusen durchgeführt. Das aus den HIV-1CladeAGag Peptidpools kartierte 
15mer AMQMLKDTINEEAAE hat ebenso gut wie das Nonamer AMQMLKDTI der gleichen 
Sequenz gebunden (Abb. 22). In 50 % der getesteten Mäuse (#2 und #3) ging das in der Literatur 
beschriebene Peptid AMQMLKETI der HIV-1Clade BHXB2-Sequenz (grün) schlechter eine Ver-
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bindung zum MHC-I-Molekül ein als das in der Abbildung gelb dargestellte Nonamer. Die Positi-
on 7 ist laut der SYFPEITHI-Datenbank (http://www.syfpeithi.de/home.htm) zur Vorhersage von 
Bindungsmotiven keine Ankersequenz, sondern nur die Positionen 2 und 9. Daraus kann man 
schließen, dass eine Veränderung der Aminosäure an Position 7 auf die Erkennung vom MHC-I-
Peptid-Komplex durch den T-Zellrezeptor inhibierend wirkt. 
3.3 DNA-Immunisierung im Primaten-Modell 
3.3.1 Konstruktion der Immunmodulatoren gmcsf für den Primatentierversuch 
Die Identifizierung der DNA-Sequenz für das gmcsf Gen von AGM konnte durch Anwendung 
einer RT-PCR mit abgeleiteten spezifischen Primern aus stimulierten AGM-PBMC erzielt wer-
den. Die Ergebnisse der Sequenzierung dieser DNA ist folgend dargestellt:  
 
Abb. 23: Sequenzierergebnisse der gmcsf Sequenz von AGM (schwarz DNA-Sequenz, grün Translation im 
Einbuchstaben-Code) 
 
Der Eintrag in der PubMed-Datenbank ist unter der Zugangsnummer GenBank DQ845250 zu 
finden. Im Vergleich zu den gmcsf Genen von Mensch (huGMCSF, Homo sapiens sapiens), Rhe-
susaffe (rhGMCSF, Macaca mulatta) und Schweinsaffe (nemGMCSFptyn, Macaca nemestrina) 




Abb. 24: Sequenzvergleich von GMCSF verschiedener Altweltaffen auf Aminosäureebene, rot eingerahmt 
sind die jeweiligen Unterschiede zur humanen Sequenz 
 
Bei allen nicht-humanen Primaten gibt es sieben Unterschiede zur humanen Sequenz. Zusätzlich 
weist die Sequenz des Schweinsaffen an Aminosäureposition 50 ein Threonin anstatt eines Ala-
nins auf, was sie auch vom gmcsf vom Rhesusaffen und AGM unterscheidet. An Aminosäureposi-
tion 117 der agmGMCSF-Sequenz tritt an die Stelle des Isoleucins ein Methionin. Aufgrund des 
nicht einschätzbaren Einflusses dieser Sequenzvarianzen auf die immunmodulatische Wirkung 
des GMCSF wurden die Gene speziesspezifisch verwendet. 
Die gmcsf Gene der Spezies AGM, AGM Unterart Vervet, Rhesusaffen und Schweinsaffen wur-
den anschließend auf ihre Expressionsstärke in vitro getestet. Dabei wurden HEK293T-Zellen mit 
allen Konstrukten im pTH-Vektor transfiziert und die Proteinexpression im Westernblot analy-
siert.  
Die Abbildung 25 weist bei allen Konstrukten eine starke Bande bei 15 kDa und zwei schwächere 
Banden bei 20 und 25 kDa auf. Die 15kDa-Bande ist das reife GMCSF-Protein, die anderen zwei 
Banden stellen Vorläuferproteine dar. Da die gleichen Mengen an DNA in die gleiche Anzahl an 
Zellen transfiziert und die gleiche Menge an Zelllysat im Westernblot aufgetragen wurden, schei-
nen die Genprodukte von AGM und Rhesusaffen gleich hoch und am stärksten exprimiert worden 
zu sein. Das GMCSF des Schweinsaffen wurde am schwächsten exprimiert. Der einzig bekannte 
Unterschied zwischen dem pTH-agmGMCSF- und dem pTH-agmVervGMCSF-Konstrukt liegt in 
der Herkunft. Das pTH-agmGMCSF-Konstrukt entstammte den PBMC eines AGM ohne dessen 
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Unterart zu kennen. Das pTH-agmVervGMCSF-Konstrukt entstammte dem von François Villin-
ger von EMORY gesandtem pGEM-VervGM-CSF cl.1 (Abschnitt 2.8.7), das nachweislich auf 
einen AGM der Unterart Vervet zurückging. Für die Immunisierung der AGM wurde pTH-
agmGMCSF verwendet und für die Rhesusaffen pTH-rhGMCSF.  
 
Abb. 25: Westerblot, GMCSF-Expression der Spezies AGM, 
                         AGM Unterart Vervet, Rhesusaffen und Schweinsaffen (αV5-AK) 
3.3.2 Applikation der Immunisierungs-DNA bei den Primaten 
Die Primaten wurden vier Mal mit SIVagmGag- bzw. SIVmacGag-DNA in Kombination mit 
speziesspezifischer gmcsf DNA im Abstand von jeweils drei Wochen per Gene Gun immunisiert 
und anschließend drei weitere Wochen später mit SIVagm bzw. SIVmac239 infiziert.  
Die Applikationsstelle auf dem Bauch der Primaten färbte sich nach dem Schuss bei beiden Pri-
matenspezies rot und ähnelte einem Bluterguss (Abb. 26A, B, E und F). Allerdings trat dies bei 
den verschiedenen Affen unabhängig von der Spezies unterschiedlich stark auf. Die Hautpartie 
verschorfte im Laufe der folgenden Tage anscheinend ohne Juckreiz oder Schmerzen bei den Tie-
ren auszulösen (persönliche Mitteilung Dr. Cheick Coulibaly, Abb. 26I). Bei der nächsten Immu-
nisierung waren die Hautpartien wieder normal (Abb. 26J). Zusätzliche Applikationen von Immu-
nisierungs-DNA ohne Adjuvanz gmcsf und von nackten Goldpartikeln auf die Haut ergaben, dass 
weder die Immunisierungs-DNA noch die Adjuvanz-DNA für die Rötung verantwortlich waren, 
denn diese Hautstellen glichen in ihrer Reaktion (Abb. 26C und D). Auch wenn die Abbil-
dung 26C und D eine schwächere Rötung zeigen, entwickelten sich die zusätzlich beschossenen 
Hautpartien ebenso wie die anderen Applikationen mit leichter Schwellung, Bluterguss und Ver-
schorfung. Die aufgetretenen Hautreaktionen waren keine Immunreaktion, sondern physikalischer 
Natur und auf die wahrscheinlich sehr dünne Haut der Primaten in Kombination mit dem Druck 
von 200 psi zurückzuführen. Die Hautirritationen sind weder bei vorhergehenden Versuchen an 
Primaten [158, 159, 160, 161, 162, 163] noch bei anderen Tierspezies (Maus Abb. 26G und H, 
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Ratte oder Huhn) bislang beobachtet oder beschrieben worden, weshalb solch eine Reaktion bei 
den Primaten nicht erwartet wurde.  
 
Abb. 26: Hautreaktionen nach Applikation der Goldpartikel 
A/B: milde (A) bzw. starke (B) Reaktion bei den AGM 
C: durch Goldpartikel ohne Immunisierungs-DNA bei einem AGM 
D: durch Goldpartikel ohne DNA bei einem AGM 
E/F: milde (E) bzw. starke (F) Hautreaktion bei den Rhesusmakaken 
G/H: Hautreaktionen bei Balb/c Mäusen 
I: AGM 4 Tage nach DNA-Applikation 
J: AGM 3 Wochen nach 1. Immunisierung 



























Abb. 27: Antikörpertiter gegen SIVagmGag langjährig SIVagm 




Im Verlauf einer natürlichen oder experimentellen Infektion von AGM mit SIVagm kommt es in 
den AGM zu einem Anstieg des Antikörpertiters, in welchen die Antikörper vermutlich haupt-
sächlich gegen das Hüllprotein Env gerichtet sind. Allerdings fehlen diesen Meerkatzen Antikör-
per gegen das Kernprotein Gag auch nach Langzeitinfektion von mehr als 5 Jahren (Abb. 27). 
Wie schon in vielen Studien veröffentlicht, bilden die Rhesusmakaken Antikörper, die gegen die 
beiden verschiedenen Virusproteine gerichtet sind [164]. 
3.3.3.1 Gesamt-AK-Immunantwort bis zur 4. Wochen nach Infektion 
Der in Abbildung 28 dargestellte Antikörpertiter bezieht sich vor Infektion nur auf die antiGag-
AK, die durch Immunisierung mit codonoptimierter gag DNA induziert wurden. Nach Infektion 
beschreiben diese Antikörpertiter die Gesamt-AK-Immunantwort gegen alle Komponenten des 
Virus, da hier Viruslysat im ELISA als Antigen eingesetzt wurde. Aufgrund des ersten Kontakts 
des Immunsystems mit der Hülle des Virus sind die vermutlich hauptsächlich gebildeten Antikör-
per gegen das Hüllprotein Env gerichtet.  
Die in den Gruppen 2-6 auftretende anamnestische humorale Immunantwort (Abb. 28B-D) fehlt 
in der Gruppe 1 (Abb. 28A, AGM immunisiert mit SIVagmGagCO und belastet mit SIVagm) 
gänzlich. Die anamnestische Immunantwort beschreibt das kurz nach Infektion auftretende starke 
Ansteigen der Immunreaktion, hier der humoralen Immunantwort, gegen ein Infektionsagenz und 
spiegelt das Vermögen der Immunisierung wider, Gedächtnis B-Zellen zu erzeugen. Demnach ist 
es durch die Immunisierung mit SIVagmGagCO in den AGM nicht gelungen, eine Gedächtnis-
Immunreaktion auf humoraler Ebene zu induzieren, wohl aber durch SIVmacGagCO in den AGM 
und durch SIVagmGagCO in den Rhesusmakaken. Das heißt, die AGM sind dazu befähigt, eine 
anamnestische Immunantwort auszubilden und die durch die Immunisierungs-DNA  
SIVagmGagCO gebildeten Proteine sind in der Lage, eine anamnestische Immunreaktion nach 
Infektion zu induzieren. Jedoch in Kombination von AGM und SIVagmGagCO als Immunisie-




Abb. 28: Darstellung des Gesamt-AK-Titers im zeitlichen Verlauf [in Wochen] aller Primaten dieser Studie 
bis 20 Wochen nach Infektion;   Grüner Pfeil  Immunisierung    Roter Pfeil Infektion, 
A AGM immunisiert mit SIVagmGagCO und infiziert mit SIVagm 
B AGM immunisiert mit SIVmacGagCO und infiziert mit SIVagm  
C AGM immunisiert mit Leervektor und infiziert mit SIVagm 
D Rhesusaffen immunisiert mit SIVagmGagCO und infiziert mit SIVmac 
E Rhesusaffen immunisiert mit SIVmacGagCO und infiziert mit SIVmac 
F Rhesusaffen immunisiert mit Leervektor und infiziert mit SIVmac 
 
Durch die Abbildung 29 wird die vorangegangene Aussage bestätigt, den AGM 1-4 fehlt eine 
anamnestische humorale Immunantwort. Durch Subtraktion der SIV AK-Titer 2 Wochen nach 































































































































Abb. 29: Darstellung der humoralen anamnestischen Immunantwort in Grün  SIVagm+ AGM bzw Rot 
.SIVmac+ Rhesusmakaken 
 
Die Möglichkeit mit dieser Darstellung den Grad der anamnestischen Immunreaktion zu ermit-
teln, wird durch das Fehlen der Balken in den zwei Leervektorkontrollgruppen bestätigt. Die 
Leervektorkontrollgruppen können keine anamnestische Immunreaktion ausprägen, da sie vorher 
nie mit dem Antigen in Kontakt gekommen sind. Weiterhin ist die anamnestische Immunreaktion 
der Rhesusaffen induziert durch SIVmacGag wesentlich stärker als durch SIVagmGag. Daraus 
kann man schließen, dass die Induktion von kreuzreaktiven Gedächtnis B-Zellen eher schwächer 
ausgeprägt war. 
3.3.3.2 antiGag-Antikörpertiter 
Durch Verwendung von gereinigtem SIVagm bzw. SIVmac Gag wurden im ELISA nur antiGag-
Antikörper detektiert, die teilweise gegenüber dem jeweilig anderen Antigen kreuzreagieren 
(Abb. 30 und 31).  
Die antiGag-AK-Titer in den AGM der Kontrollgruppe (AGM 9-12) entsprachen den Erwartun-
gen (Abb. 30), da es während einer natürlichen oder experimentellen Infektion zu keiner antiGag-
Antikörper-Bildung in den AGM kommt. Bislang konnten nur antiGag-Antikörper kurzzeitig 
durch vorherige Immunisierung mit SIVagmGag-Protein induziert werden [105].  
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Abb. 30: Darstellung des Antikörpertiters aller AGM im Verlauf der Studie  
 
Die Antikörpertiter in der ersten Immunisierungsgruppe waren sehr unterschiedlich ausgeprägt. 
Während in den AGM 1 und 2 keine antiSIVagmGag Antikörper induziert werden konnten, ge-
lang eine starke Induktion von SIVagmGag-AK in AGM 3. Da Antikörper an Zeitpunkten nach-
gewiesen wurden, an denen noch keine Immunisierung erfolgte, kann der Schluss gezogen wer-
den, dass dies unspezifische Bindungen beim ELISA sind, und somit ist die Basislinie des Titers 
leicht nach oben verschoben. Dennoch ist ein SIVagmGag-Antikörperpeak von 
5x103 Antikörpern 4 Wochen nach Infektion zu verzeichnen, der zum Teil mit SIVmacGag kreuz-
reagierende Antikörper enthielt. Die AGM hatten nur zu SIVagmGag in Form von DNA und Vi-
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rusprotein Kontakt, weshalb auch nur SIVagmGag-AK entstanden sein können. Ab Woche 14 der 
Studie ging der Antikörpertiter gen Basislinie. Bei AGM 4 traten kurzzeitig SIVagmGag Antikör-
per am Tag der Belastung auf, die aber sehr gering bei unter 102 Antikörpern lagen, bereits 
2 Wochen nach Infektion nicht mehr nachweisbar waren und keine Kreuzreaktion zeigten.  
In der zweiten Immunisierungsgruppe der AGM, in der alle Tiere SIVmacGagCO erhielten, ent-
wickelten alle Tiere einen SIVmacGag-Antikörperpeak zwei Wochen nach Infektion. Diese Titer 
sanken danach wieder ab, bis in Woche 19 (AGM 5, 6 und 8) keine Antikörper mehr nachweisbar 
waren. AGM 7 besaß in Woche 24 noch einen Antikörpertiter, der wahrscheinlich im weiteren 
Verlauf bis unter die Nachweisgrenze absinken wird. Die Höhe der Peaks lag zwischen einem 
Antikörpertiter von 102 und 103, bei AGM 7 bei 6x104. Bis auf AGM 5 wiesen alle anderen AGM 
der zweiten Gruppe einen hohen Anteil an SIVagmGag Antikörpern auf, die wahrscheinlich teil-
weise kreuzreagierten. Bei der ersten Immunisierungsgruppe lagen die SIVagmGag-AK-Titer 
höher als die SIVmacGag-AK-Titer, dies ist bei der zweiten Gruppe umgekehrt, was allein auf die 
Unterschiede der Immunisierung zurückzuführen ist. 
Generell lässt sich sagen, dass der Antikörpertiter in den AGM wesentlich geringer ist als bei den 
Rhesusmakaken und dieser sich bei den Rhesusaffen auf einem individuellen Niveau einpendelt, 
bei den AGM hingegen unter die Nachweisgrenze absinkt (Abb. 30 und 31). 
Die Kontrollgruppe der Rhesusmakaken verhielt sich wie erwartet stark kontrastiert zur Leervek-
torgruppe der AGM. Während bei den AGM keinerlei SIVagmGag-AK-Titer auftraten, kam es 
bei den Rhesusaffen nach Infektion mit SIVmac zur Bildung von SIVmacGag-Antikörpern. Die 
Antikörpertiter gegen SIVmacGag stiegen bis jetzt stetig an und pendeln sich wahrscheinlich auf 
einem individuellen Niveau bei einem Antikörpertiter von 103 bis 104 ein (Abb. 31).  
In der 4. Immunisierungsgruppe entwickelten sich SIVagmGag- und SIVmacGag-Antikörpertiter, 
die nach Infektion der Rhesusmakaken den gleichen Verlauf besitzen. Zuerst bildeten sich durch 
die SIVagmGagCO-Immunisierung Antikörper, die gegen das SIVagmGag gerichtet waren, zu 
sehen an dem etwas früher ansteigenden SIVagmGag-AK-Titer. Durch Infektion mit SIVmac 
bildeten sich zusätzlich noch SIVmacGag-Antikörper, die auf dem gleichen Niveau und zur glei-
chen Zeit wie die SIVagmGag-AK ihre höchsten Antikörpertiter von 104 erreichten. Danach san-
ken die Titer in gleichem Maße und pendelten sich auf einem individuellen Niveau ein. Bei Rh 13 
war auffällig, dass der Antikörpertiter gen Null zu gehen scheint.  
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Abb. 31: Darstellung des Antikörpertiters aller Rhesusmakaken im Verlauf der Studie  
In der Rhesusaffengruppe, die mit SIVmacGagCO immunisiert und mit SIVmac infiziert wurden, 
bildeten sich 2 Wochen nach Infektion SIVmacGag-AK heraus. Diese wiesen mit Ausnahme von 
Rh 17 einen um 1-1,5 Log-Stufen geringeren Titer an SIVagmGag kreuzreagierenden Antikörpern 
auf. Der Rh 17 bildete Antikörper, die fast zu 100 % mit SIVagmGag kreuzreagierten und 
12 Wochen nach Infektion einen Titer von nahezu 104  zeigten. Rh 18 wies den Antikörperpeak 
8 Wochen nach Infektion mit einem SIVmacGag-AK-Titer von 8x103 auf, die teilweise mit SI-
VagmGag kreuzreagierten. Der SIVmacGag-Antikörpertiter sank danach auf 5x103 ab. Die Anti-
körpertiter von Rh 19 und 20 verhielten sich sehr ähnlich, haben einen Peak bei 104 2 Wochen 
nach Infektion und sanken dann auf ein individuelles Niveau bei einem Antikörpertiter von 




Ein Tier jeder Gruppe erhielt als interne Kontrolle zusätzliche Immunisierungen mit ova DNA, im 
gleichen Maße wie die Immunisierungs-DNA coimmobilisiert mit speziesspezifischem gmcsf. Die 
OVA-Antikörpertiter sind in folgender Abbildung dargestellt. 




















































































































Abb. 32: Darstellung der OVA-Antikörpertiter aller Primaten im Verlauf der Studie 
  
Die Antikörper gegen OVA entsprachen in keiner Weise den Erwartungen. Theoretisch sollten 
nur bei den Tieren Antikörper detektiert werden, die mit ova immunisiert wurden. Die Antikör-
pertiter ließen keinerlei Korrelation zum Versuchsaufbau und -ablauf zu. Nach Literatur-
recherchen ergab sich, dass 90 % der Menschen und 44 % der Squirrel Monkeys (Saimiri sciu-
reus) positiv für antiOVA-IgG sind [165, 166]. Dies wird durch die vorliegenden Ergebnisse bes-
tätigt (Abb. 32) und könnte erklären, wie diese Antikörpertiter zustande kommen. Somit ist OVA 





















Abb. 33: Darstellung aller Primaten, die zusätzliche Immunisierungen mit OVA erhielten; 
Grüner Pfeil Immunisierung        Roter Pfeil Infektion 
 
Dennoch ist verwunderlich, weshalb alle drei Rhesusmakaken zum Tag der Virusbelastung einen 
OVA-Antikörperpeak aufwiesen (Abb. 33). Bei den AGM ist dieses Phänomen nicht ausgeprägt.  
3.3.4 Detektion spezifischer T-Zellen  
Durch Stimulation der isolierten PBMC mit überlappenden Peptiden, die das ganze SIVagmGag-
Protein umfassen, konnten spezifische T-Zellen detektiert werden. Das Vorkommen von spezifi-
schen T-Zellen gegen das Kernprotein von SIVagm bei den AGM konnte hier zum ersten Mal 
gezeigt werden, da natürlich oder experimentell langzeitinfizierte AGM keine SIVagmGag-
spezifischen T-Zellen aufweisen (Abb. 34). Auch Tiere, die vor SIVagm-Infektion mit SIVagm-

























































Abb. 34: Reaktion der PBMC langjährig SIVagm infizierter AGM auf SIVagmGag-Peptidpools; positiv 
Kontrolle war die Stimulation mit Pokeweed-Mitogen (PWM) 
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3.3.4.1 Darstellung der spezifischen T-Zellen im Verlauf der Studie am Beispiel AGM 2 und 
Rh 14 
Der Immunisierungserfolg der Primaten zeigte sich schon nach der ersten DNA-Immunisierung. 
Es wurden SIVagmGag-spezifische T-Zellen gebildet, die mittels ELISpot-Assay nachgewiesen 
wurden (Abb. 35). Bei beiden Primatenspezies stieg die Anzahl der spezifischen T-Zellen konti-
nuierlich durch die Gabe weiterer DNA-Dosen an. Selbst die 4. Immunisierungsdosis bewirkte 
eine Steigerung der Anzahl an SIVagmGag spezifischen T-Zellen, zumindest bei den Rhesusaf-
fen. In den AGM hingegen sank die Anzahl der SIVagmGag-spezifischen T-Zellen nach der drit-
ten Immunisierungsdosis ab. Dieser Trend setzte sich weiterhin fort, bis 12 Wochen nach Infekti-
on (Studienwoche 24) in den AGM nur noch wenige spezifische T-Zellen vorhanden waren. In 
Rhesusmakaken hingegen blieben die SIVagmGag-spezifischen T-Zellen erhalten. Ein weiterer 
Unterschied zwischen den beiden Affenspezies liegt in der Höhe der spezifischen Reaktion gegen 
das SIVagmGag-Protein. Die Anzahl der spezifischen T-Zellen war teilweise bis zu sechsfach so 
hoch wie bei den AGM, pendelte sich aber bei einem vierfachen Wert ein.  
 
Abb. 35: Reaktion der PBMC auf SIVagmGag Peptidpools im Verlauf der Studie beispielhaft am AGM 2 
und Rh 14, beide Tiere wurden mit SIVagmGagCO immunisiert 
 
Bei beiden Primatenspezies setzten sich die immunodominanten Epitope bei voranschreitender 
Zeit durch. Das bedeutet, dass sich einzelne korrespondierende Peptidpools sehr stark von den 
anderen hervorgerufenen Reaktionen unterschieden. Mittels dieser immunodominanten Peptid-
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pools war es möglich, die immunodominanten Epitope zu identifizieren und näher zu charakteri-
sieren (Abschnitt 3.3.7).  
3.3.4.2 Darstellung spezifischer T-Zellen total 
Die Auswertung und Darstellung der gesamten T-Zell-Reaktionen war aufgrund der enormen 
Datenmenge am anschaulichsten, wenn eine Addition aller spezifischen SFU, die oberhalb von 
50 SFU / 106 PBMC lagen, erfolgte. Dieser Wert wurde anschließend durch zwei geteilt, da jedes 
Peptid in jeweils zwei Peptidpools vorhanden ist und so die Reaktion auf das gesamte einfache 
Peptidset gezeigt werden konnte. 
In Abbildung 36 sind die totalen spezifischen T-Zellzahlen gegen die Peptidpools, die der Amino-
säure-Sequenz der Immunisierungs-DNA entsprechen, aller Primaten dieser Studie im zeitlichen 
Verlauf gezeigt. Allgemein kann man sagen, dass die Immunisierung schon nach der ersten DNA-
Gabe erfolgreich war und zum Anstieg der Gesamtheit an spezifischen T-Zellen sowohl bei den 
AGM als auch bei den Rhesusaffen führte.  
Die Reaktion des Immunsystems gegen die durch die Immunisierungs-DNA gebildeten Proteine 
ließ in der ersten AGM-Gruppen (Abb. 36A) nach der dritten Immunisierung nach und blieb, ab-
gesehen von AGM 4, unberührt von der Infektion. In Gruppe 2 der AGM (Abb. 36B) stieg die 
Gag-spezifische Immunantwort bis kurz nach Infektion an. Während die spezifische zelluläre 
Immunantwort nach Infektion in Gruppe 1 gen Null ging, pendelte diese sich bei Gruppe 2 auf 
einem individuellen Niveau ein, was daraufhin deutet, dass in Gruppe 2 Gedächtnis-T-Zellen in-
duziert werden konnten.  
Bei beiden Gruppen der Rhesusmakaken (Abb. 36D und E) stieg die Immunreaktion gegen das 
gesamte SIVGag-Peptid-Set selbst nach der 4. Immunisierung noch an, ergab einen Peak bei 
2 Wochen nach Infektion, sank dann ab und pendelte sich auf einem individuellen Niveau ein. 
Das bedeutet, dass in diesen Gruppen eine anamnestische Immunantwort kurz nach Infektion auf-
trat und Gag-spezifische Gedächtnis-T-Zellen induziert werden konnten. 
In den Leervektorkontrollgruppen (Abb. 36C und F) war erst nach Infektion eine T-Zellreaktion 
gegen die SIVagmGag- und SIVmacGag-Peptidpools messbar. Diese stieg bis zur zweiten bzw. 4. 
Woche nach Infektion an und pendelte sich dann auf dem jeweils individuellen Niveau ein. Der 
Peak 2-4 Wochen nach Infektion war zwischen den beiden Kontrollgruppen ähnlich, aber im Ver-
gleich zu den Immunisierungsgruppen wesentlich geringer. Das Virus ohne vorherige Immunisie-
rung war in der Lage, in gleichem Maße Gedächtnis T-Zellen zu induzieren wie in den anderen 
Gruppen. Da in langzeitinfizierten AGM keine Gag-spezifischen T-Zellen gefunden werden, 
scheint die Infektion nur eine Wirkung auf die Zeit kurz nach Infektion zu haben. Theoretisch 
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sollte die Anzahl an Gag-spezifischen T-Zellen in den AGM 9-12 im Laufe der Zeit auf das Null-
blutniveau sinken. 
 
Abb. 36: Übersicht des Verlaufs der SIVGag-spezifischen T-Zellen aller Primaten dieser  Studie 
 Immunisierung  Grüner Pfeil    , Infektion Roter Pfeil 
A: Reaktion der PBMC von agmGagCO immunisierten AGM auf SIVagmGag-Peptidpools 
B: Reaktion der PBMC von macGagCO immunisierten AGM auf SIVmacGag-Peptidpools 
C: Reaktion der PBMC von Leervektor immunisierten AGM auf SIVagmGag- und SIVmacGag-Peptidpools 
D: Reaktion der PBMC von agmGagCO immunisierten Rhesusmakaken auf SIVagmGag- Peptidpools 
E: Reaktion der PBMC von macGagCO immunisierten Rhesusmakaken auf SIVmacGag-Peptidpools 
F: Reaktion der PBMC von Leervektor immunisierten Rhesusmakaken auf SIVagmGag- und SIVmacGag-    
Peptidpools 
 
In der Abbildung 36 auffällig sind die AGM 4, 8 und 12 (rote Linie), die eine deutlich erhöhte 
Reaktion gegen die Gag-Peptidpools aufweisen, die AGM 4 und 8 schon zu Beginn der Immuni-
sierung, der AGM 12 erst nach SIVagm-Infektion. Zusätzlich tritt bei AGM 4 nach Infektion eine 
anamnestische Immunantwort auf, die bei den anderen Tieren der Gruppen fehlt. Interessanter-
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weise waren die AGM 4, 8 und 12 genau jene Primaten, die zusätzlich die gleiche Menge an 
OVA-DNA wie die eigentliche Immunisierungs-DNA erhielten. Aufgrund dieser Daten würde 
sich eine immunsteigernde Wirkung von OVA-DNA vermuten lassen, die aber durch die geringe 
Anzahl an Versuchstieren nicht eindeutig zu belegen und auch nicht zu erklären ist. Bei den Rhe-
susaffen fehlte diese Wirkung gänzlich. Bemerkenswert ist auch das Fehlen einer T-Zell-Antwort 
gegen die OVA-Peptidpools bei beiden Primatenspezies, die eigentlich bei erfolgreicher Immuni-
sierung messbar sein sollte.  
Die Gruppe 1 (Ausreißer AGM 4 ausgenommen) ist gegenüber den anderen Immunisierungs-
gruppen insofern auffällig, da hier weder eine anamnestische Immunantwort auftrat noch Ge-
dächtnis-T-Zellen induziert werden konnten. Die durch die Immunisierungs-DNA pTH-
SIVagmGagCO gebildeten Proteine konnten eine anamnestische Immunantwort in Rhesusmaka-
ken induzieren, nicht aber in AGM. Weiterhin sind die AGM zumindest befähigt, eine humorale 
anamnestische Immunantwort auszubilden, wie in Gruppe 2 zu sehen ist (Abb. 29). Auch konnten 
in diesen AGM, immunisiert mit SIVmacGagCO, Gedächtnis-T-Zellen induziert werden, was in 
Gruppe 1 fehlschlug. Es konnte in den AGM keine zelluläre anamnestische Immunantwort nach-
gewiesen werden, was in folgende Abbildung bestätigt wird. Die Differenzbildung des Tages der 
Infektion und 2 Wochen nach Infektion resultiert bei Vorliegen einer anamnestischen Reaktion im 
Vorhandensein von Balken im Diagramm. Fehlen diese, fehlt auch eine anamnestische Immun-
antwort. Abgesehen von AGM 4 und 7 zeigen Gruppe 1 und 2 die Abwesenheit einer zellulären 































































































































































Abb. 37: Darstellung der anamnestischen zellulären Immunantwort in 
Grün  SIVagm+ AGM bzw Rot  SIVmac+ Rhesusmakaken 
Trotz der ausgeprägten anamnestischen Immunreaktion auf humoraler und zellulärer Ebene in den 
Rhesusmakaken, ist durch die Immunisierung mit gag DNA aufgrund von früheren Experimenten 
in Rhesusmakaken kein Impfschutz zu erwarten.  
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3.3.5 Kartierung der CTL-Epitope in AGM und Rhesusaffen 
Durch Auswertung der verschiedenen 15mer Peptidpools und Analyse der in allen Pools enthalte-
nen Einzelpeptide wurden die vermutlich spezifischen Einzelpeptide im ELISpot-Assay getestet. 
In Abbildung 38 sind diese Reaktionen der PBMC verschiedener AGM gezeigt. 
Der AGM 4 reagierte stark spezifisch auf das Peptid Nr. 10 (SIVagmGag10(46-60) 
LHERLLESEEGCKKI), schwächer, aber dennoch spezifisch auf das Peptid Nr. 6 (SIVagm-
Gag6(26-40) KKKYQIKHLIWAGKE) und nicht auf ein unspezifisches SIVagmGag-Peptid (SI-
VagmGag3(11-25) RQLDKFEHIRLRPTG) (Abb. 38A). Die Reaktion auf das Peptid Nr. 5 war 
nicht signifikant. 
 
Abb. 38: ELISpot-Assay mit Einzelpeptidstimulation bei einzelnen AGM, 8 Wochen nach Infektion 
A: PBMC von AGM 4, stimuliert mit 15mer Einzelpeptiden Nr. 5, 6 und 10 
B: PBMC von AGM 8, stimuliert mit 15mer Einzelpeptiden Nr. 16,22,60 und 66 
C: PBMC von AGM 11, stimuliert mit 15mer Einzelpeptid Nr. 6 
D: PBMC von AGM 12, stimuliert mit 15mer Einzelpeptiden Nr. 62 und 74 
Der AGM 8 reagierte spezifisch auf das 15mer SIVagmGag16(76-90) KSLFNLVCVLFCVHK, in 
welchem das immunodominate Epitop SLYNTVATL von HIV-1HXB2 für den humanen Haplotyp 
HLA*A02 mit Sequenzvariationen zu erkennen ist (Abb. 38B). Die Reaktion auf die Peptide Nr. 
22, 60 und 66 war nicht signifikant.  
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In Abb. 38C ist die spezifische zelluläre Reaktion des AGM 11 gegen das Peptid  
SIVagmGag6(46-60) KKKYQIKHLIWAGKE gezeigt. Es erfolgte keine Reaktion gegen das unspe-
zifische SIVagmGag-Peptid Nr. 3.  
Die PBMC des AGM 12 reagierten stark spezifisch auf das Peptid SIVagmGag62(306-320) 
FKDYVDRFYKAIRAE (Abb. 38D). Es erfolgte weder eine Reaktion auf das Peptid Nr. 74 noch 
auf das unspezifische SIVagmGag-Peptid Nr. 3. 
 
Abb. 39: ELISpot-Assay mit Einzelpeptidstimulation bei einzelnen Rhesusaffen, 8 Wochen nach  
Infektion 
A: PBMC von Rh 17, stimuliert mit 15mer Einzelpeptid Nr. 68 
B: PBMC von Rh 18, stimuliert mit 15mer Einzelpeptid Nr. 93 
C: PBMC von Rh 19, stimuliert mit 15mer Einzelpeptid Nr. 17 
D: PBMC von Rh 20, stimuliert mit 15mer Einzelpeptid Nr. 98 
 
Die zelluläre Immunantwort verschiedener Rhesusaffen auf Einzelpeptidstimulationen sind in 
Abb. 39A-D gezeigt und zeigen hohe Signifikanz gegenüber dem unspezifischen  
SIVmacGag3(9-23)-Peptid mit der Aminosäuresequenz SGKKADELEKIRLRP. Rh 17 reagierte 
stark spezifisch auf das Peptid SIVmacGag68(269-281) LGLQKCVRMYNPTNI, Rh 18 auf  
SIVmacGag93(369-383) KEALAPVPIPFAAAQ, Rh 19 auf SIVmacGag17(65-79) 
APLVPTGSENLKSLY und Rhesusaffe 20 auf SIVmacGag98(389-403) KPIKCWNCGKEGHSA.  
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3.3.6 Reaktion der T-Zellen auf das Gag-Protein des Belastungsvirus 
Zwischen den beiden Kernproteinen von SIVagm und SIVmac besteht nur 70 % Homologie, wes-
halb die Reaktion auf das Gag-Protein des Belastungsvirus, wenn es nicht dem Immunisierungs-
agenz entsprach, interessant ist. In den beiden Primatengruppen AGM 5-8 (immunisiert mit SIV-
macGagCO, infiziert mit SIVagm) und Rh 13-16 (immunisiert mit SIVagmGagCO, infiziert mit 
SIVmac) zeigten sich nach Durchführung des ELISpot-Assays starke stringente Reaktionen auf 
bestimmte Peptidpools. Diese Peptidpools gehen auf bestimmte immunodominante Peptide zu-
rück, welche natürlich aufgrund vermuteter unterschiedlicher Haplotypen bei den einzelnen Pri-
maten abweichen.  
So konnte bei den Rh 13 und 15 ein Peptid (SIVmacGag45(177-189) LSEGCTPYDINQMLN, SIV-
macGag46(181-193) CTPYDINQMLNCVGD) identifiziert werden, welches schon früher als CM9-
Peptid in der Literatur beschrieben [167] dem Haplotyp Mamu*A01 zuzuordnen ist und der Se-
quenz CTPYDINQM entspricht (Abb. 40). Auch der Rhesusaffe 14 weist auf ein immunodomi-
nantes Epitop mit der Aminosäuresequenz QNANPDCKLVL (SIVmacGag81(321-333) 
TLLIQNANPDCKLVL, SIVmacGag82(325-337) QNANPDCKLVLKGLG) hin. Dieses wurde bis-
lang nicht in der Literatur beschrieben.  
 
Abb. 40: Spezifische CTL-Reaktion gegen die Virus-Gag-Peptidpools 8 Wochen nach Infektion, Rhesusma-




Abb. 41: Spezifische CTL-Reaktion gegen die Virus-Gag-Peptidpools 8 Wochen nach Infektion, AGM im-
munisiert mit SIVmacGagCO und infiziert mit SIVagm 
 
Aufgrund der Reaktionen gegen die Peptidpools (Abb. 41), die das Peptid SIVagmGag6(26-40) 
KKKYQIKHLIWAGKE enthielten, ist es möglich AGM 7 und 8 einem gemeinsamen MHC-I-
Typ zuzuordnen, wenn auch eine exakte Klassifizierung nicht möglich ist. Für die AGM sind nur 
wenige MHC-Typen beschrieben, und in dieser Studie ließen sich zum ersten Mal Epitope gegen 
SIVagmGag identifizieren.  
Rhesusmakaken lassen sich auch anhand von Peptidstimulationen einem MHC-I-Typ zuordnen, 




























Eine signifikante Anzahl an PBMC des Rh 13 reagierten mit INFgamma-Produktion, detektiert 
durch den ELISpot-Assay, während die anderen getesteten Rhesusaffen keine Signifikanz zeigten 
und sich deshalb nicht dem Haplotyp Mamu*A01 zuordnen lassen (Abb. 42).  
3.3.7 Feinkartierung von MHC-I-Epitopen in AGM und Rhesusmakaken 
Nach der Kartierung der MHC-I-Epitope mit 15meren kann eine Feinkartierung mit Nonameren 
oder Dekameren, die jeweils um eine Aminosäure zum C-Terminus verschoben sind, das Epitop 
begrenzen. In der folgenden Abbildung ist die Feinkartierung am Beispiel des SIVagmGag26-40 im 




































































































































Abb. 43: MHC-I-Epitop-Feinkartierung am Beispiel AGM 7 und Rh 19 
 
Während die Dekamere SIVagmGag26-35 KKKYQIKHLI und SIVagmGag27-36 KKYQIKHLIW an 
das MHC-I-Molekül banden, konnte durch die Abstinenz des Lysins (Einbuchstaben-Code K) an 
der Stelle 27 des Gag-Proteins keine Bindung mehr erzielt werden. Somit ist das Nonamer 
KKYQIKHLI (SIVagmGag27-35) als das MHC-I-Epitop des AGM 7 genau definiert. Mit Hilfe 
aller sechs Dekamere des 15mers SIVmacGag65-79 APLVPTGSENLKSLY war es möglich, das 
Dekamer TGSENLKSLY (SIVmacGag70-79) als Epitop in Rh 19 zu kartieren. Bei diesem Peptid 
scheinen die Aminosäuren Threonin am Anfang und Tyrosin am Ende für die Bindung ans MHC-
I-Molekül nötig zu sein, da ein Peptid ohne Threonin bzw. Tyrosin keine INFγ-Produktion in den 
Zellen auslöst. Die weiteren kartierten Epitope der Primaten, in denen eine Kartierung möglich 
war, sind in Tabelle 25 zusammengefasst: 
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Tabelle 25: Übersicht kartierte Epitope in AGM und Rhesusmakaken, Lage der Epitope Anhang X 
 Primaten Sequenz des Epitops und Ort im Gag Protein Länge des Epitops [AS] kein kleineres Epitop möglich
AGM 4 SIVagmGag26-40 KKKYQIKHLIWAGKE 15
AGM 7 SIVagmGag27-35 KKYQIKHLI 9 x
AGM 8 SIVagmGag76-90 KSLFNLVCVLFCVHK 15
SIVagmGag26-40 KKKYQIKHLIWAGKE 15
AGM 10 SIVagmGag29-37 YQIKHLIWA 9 x
SIVagmGag277-285 RWIILGLQK 9 x
AGM 11 SIVagmGag27-35 KKYQIKHLI 9 x
AGM 12 SIVagmGag309-317 YVDRFYKAI 9 x
Rh 13 SIVmacGag181-195 CTPYDINQM 9 x
Rh 14 SIVmacGag325-334 QNANPDCKLV 10 x
Rh 15 SIVmacGag181-195 CTPYDINQM 9 x
Rh 17 SIVmacGag274-283 CVRMYNPTNI 10 x
Rh 18 SIVmacGag371-379 ALAPVPIPF 9 x
Rh 19 SIVmacGag70-79 TGSENLKSLY 10 x
Rh 20 SIVmacGag389-403 KPIKCWNCGKEGHSA 15  
 
3.3.8 Plasmaviruslast im Verlauf der Studie 
Durch die Plasma- bzw. Proviruslastbestimmung wurde die Infektion von AGM und Rhesusma-
kaken nachgewiesen (Abb. 44). Wie erwartet, ähnelt der Verlauf und die Magnitude der Plasmavi-
ruslast der AGM denen der Rhesusmakaken. Dies deutet darauf hin, dass nicht der Unterschied in 
der Virusbelastung die Erklärung für die Apathogenität ist, sondern es dafür eine andere Ursache 
geben muss.  
Zwei bis drei Wochen nach Infektion kam es zum Viruspeak, welcher bei den AGM der ersten 
Immunisierungsgruppe zwischen 5x104 und 5x105 SIVagm Kopien/ml Plasma lag. Nach einem 
Absinken der Viruslast pendelte sich die Plasmaviruslast zwischen 103 und 104 Viruskopien/ml 
Plasma ein. In der zweiten Immunisierungsgruppe der AGM lag der Plasmaviruspeak ähnlich, 
allerdings pendelte sich die Viruslast nach dem Absinken auf einem etwas höheren Niveau bei 1-
5x104 SIVagm Kopien/ml Plasma ein. Bis auf den Ausreißer AGM 10 hatten die Tiere der Leer-
vektorkontrolle einen SIVagm Plasmaviruspeak von 0,5-1x105 Viruskopien/ml Plasma 2-3 Wo-
chen nach Infektion. Danach stellte sich ein Plateau um die 103 Viruskopien/ml oder weniger ein. 
AGM 10 weicht ein wenig von dem Durchschnitt ab, da der Viruspeak sehr schwach bei 3,5x103 
war und somit gerade die Nachweisgrenze überschritten wurde. Am Anfang der Studie waren alle 




Abb. 44: Darstellung der Plasmaviruslast aller AGM im Verlauf der Studie ab dem Tag der SIVagm Infekti-
on [SIVagm Virus/ml Plasma] bis 13 Wochen nach Infektion 
 
Letztendlich konnte in allen AGM die SIVagm Infektion nachgewiesen werden.  
Die Plasmaviruslast bei den Rhesusmakaken verhielt sich im Laufe der Studie wie erwartet, ein 
starker Anstieg eine Woche nach Infektion, mit einem Peak meistens in der 2 Wochen nach Infek-
tion und nach einem Absinken der Viruslast im Plasma auf ein individuelles Niveau zwischen 
103-105 Viruskopien/ml (Abb. 45). Am Anfang der Studie waren alle Tiere SIVmac negativ. 
Der Viruspeak in der ersten Immunisierungsgruppe lag zwischen 2x104 und 
2x105 Viruskopien/ml, in der SIVmacGagCO-Immunisierungsgruppe zwischen 1-4x105 Virus-
kopien/ml und in der Leervektorkontrollgruppe bei 2,9x104-2x105 Viruskopien/ml Plasma. Dies 




Abb. 45: Darstellung der Plasmaviruslast aller Rhesusmakaken im Verlauf der Studie ab dem Tag der SIV-
mac Infektion [SIVmac Virus/ml Plasma] bis 13 Wochen nach Infektion 
 
Beide Primatenspezies sind infiziert und weisen einen vergleichbaren Virustiter auf. 
3.3.9 Proviruslast im Verlauf der Studie 
Die einzelnen Verläufe der Proviruslast in den AGM divergierten zueinander sehr stark und zeig-
ten bezüglich der verwendeten Immunisierungs-DNA keinerlei Korrelationen (Abb. 46). Der Pro-
viruspeak lag zwischen 8x103 und 2x105 meist ein bis zwei Wochen nach Infektion. AGM 7 und 9 
stechen aus dem durchschnittlichen Mittel ein wenig heraus, hier lag der Proviruspeak bei 3 bzw. 
6x105 Kopien/106 PBMC. Die Werte wirken sehr hoch, wurden aber durch Wiederholung bestä-
tigt. Letztendlich ist die absolute Kopienzahl nicht so relevant, sondern vielmehr der Vergleich 
und das Verhältnis der Tiere zueinander. Die Anzahl integrierter SIVagm-Virusgenome pendelte 
sich nach einem Absinken der Proviruslast auf einem Plateau zwischen 5x103 und 5x104/ 106 




Abb. 46: Darstellung der Proviruslast aller AGM im Verlauf der Studie ab dem Tag der  
SIVagm Infektion [SIVagm Provirus/106 PBMC] bis 13 Wochen nach Infektion  
 
Auch die Proviruslast in den Zellen der Rhesusmakaken verhielt sich wie erwartet (Abb. 47). 
Nach einem starken Anstieg der Proviruslast eine Woche nach Infektion war der Peak der Virus-
belastung meistens bei 2 Wochen nach Infektion, woraufhin ein Absinken auf ein individuelles 
Niveau (Setpoint) zwischen 103 und 105 Proviruskopien/106 PBMC erfolgte. Alle Tiere wiesen 
vor Infektion kein ins Genom integriertes SIVmac auf.  
Der Proviruspeak lag in der Immunisierungsgruppe, die SIVagmGagCO erhielt, zwischen 2,2 und 
9,9x104 Proviruskopien/106 PBMC, abgesehen von Rh 14, der den Proviruspeak bei 
1x106 Proviruskopien/106 PBMC aufwies. Auch dieser Wert wirkt sehr hoch, wurde aber durch 
Wiederholung bestätigt und betrifft nur den Wert eines Rhesusaffen. Dieser Rhesusaffe war zwar 
bezüglich der anderen Proviruspeaks der Tiere dieser Gruppe auffällig höher, aber dennoch in 
dem möglichen Bereich einer SIVmac Infektion bei Rhesusmakaken.  
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In der SIVmacGagCo immunisierten Makakengruppe lag der Proviruspeak zwischen 3,7x104 und 
4x105 Proviruskopien/106 PBMC, in der Leervektorkontrollgruppe bei 1,1-2,5x104 Provirus-
kopien/106 PBMC. Dies entsprach den Erwartungen und ist zwischen den einzelnen Gruppen 
nicht statistisch signifikant.  
 
Abb. 47: Darstellung der Proviruslast aller Rhesusmakaken im Verlauf der Studie ab dem Tag der SIVmac 
Infektion [SIVmac Provirus/106 PBMC] bis 13 Wochen nach Infektion 
 
Beide Primatenspezies verhielten sich bezüglich der Proviruslast, wie auch schon bei der Plasma-
viruslast, sehr ähnlich und wiesen Titer auf gleichem Niveau auf. 
3.3.10 Genotypisierung des Rh 15 mittels PCR 
Eine exemplarische Genotypisierung des Rh 15 mit spezifischen Primern für die einzelnen Gene 
der MHC-I-Moleküle [98, 99] hat ergeben, dass dieser Rhesusaffe Mamu*A01,-*A02-05, -*B01 
und -*B30 positiv ist (Abb. 48). Somit konnte das Resultat der MHC-I-Epitopkartierung mittels 













Abb. 48: Gelbild der Genotypisierungs-PCR für Rh 15Mamu*A02-05 
    (750 bp), -*B01 (600 bp), -*B30 (500 bp)Mamu*A01 (700 bp) 
 
3.3.11 Physische Reaktionen der Tiere auf die durchgeführte Studie 
Während der Immunisierungen zeigten die Primaten Blutergüsse an den Immunisierungsstellen, 
die nach einigen Tagen verschorften und abheilten. Nach Aussage der Tierärzte vor Ort hatten die 
Primaten keinerlei Beeinträchtigungen oder Schmerzen durch diese entstandenen Male. Nach 
Infektion zeigten die Rhesusmakaken grippeähnliche Symptome, die bei Infektion mit Immunde-
fizienzviren im nicht-natürlichen Wirt auftreten und nach ein bis zwei Wochen wieder abklingen. 
Die AGM zeigten keine Reaktionen auf die Infektion mit SIVagm. Krankheitssymptome, die auf 
simianes AIDS hindeuten, wurden weder bei den AGM noch den Rhesusmakaken bis fünf Mona-
te nach Infektion beobachtet. Normalerweise sollten die Rhesusmakaken frühestens ab dem sechs-
ten Monat nach Infektion simiane AIDS-Symptome aufweisen, die AGM hingegen symptomfrei 
bleiben. 
3.3.12 Maus- und Primaten-Studien im Überblick 
Die codonoptimierten Konstrukte pTH-SIVagmGagCO und pTH-SIVmacGagCO wurden in 
Balb/c- und C57Bl/6-Mäusen auf ihre Funktionalität sowie Immunogenität überprüft. Die Kon-
strukte waren in Kombination mit der Gene Gun Applikation in der Lage, in beiden Mausspezies 
eine humorale und zelluläre Immunantwort zu induzieren. Daraufhin erfolgte eine Lokalisierung 
und Feinkartierung der CTL-Epitope für den Haplotyp H-2b und H-2d. 
Auch in den Primaten war durch DNA Immunisierung eine humorale sowie zelluläre Immunant-
wort gegen Gag induzierbar. Eine zelluläre anamnestische Immunantwort in den AGM war im 
Gegensatz zu den anderen Immunisierungsgruppen der Rhesusmakaken nicht zu beobachten. Die 




anamnestische humorale Immunantwort. Die Immunisierungsgruppen der Rhesusmakaken wiesen 
dahingegen eine humorale anamnestische Immunreaktion auf. Während die Anti-Gag-AK-Titer in 
den AGM wieder auf das Basislevel vor Immunisierung sanken, stellten diese sich bei den Rhe-
susmakaken auf ein individuelles Niveau ein und blieben über den gesamten Beobachtungszeit-
raum erhalten. CTL-Epitope konnten in beiden Primatenspezies lokalisiert und feinkartiert wer-
den. Die Gag-spezifischen T-Zellreaktion in den AGM sank auf ein niedriges individuelles Level 
ab, die der Rhesusmakaken auf ein höheres individuelles Niveau. 
Diskussion 
4 Diskussion 
Die Afrikanischen Grünen Meerkatzen (Chlorocebus aethiops) gehören zu einer Gruppe von mitt-
lerweile über 30 verschiedenen Affenspezies, die während ihres gesamten adulten Lebens natür-
lich mit dem simianen Immundefizienzvirus (SIV) infiziert sind. Sie entwickeln im Gegensatz 
zum nicht-natürlichen Wirt keinerlei Krankheitssymptome [35, 36, 44]. Phylogenetisch dem hu-
manen Immundefizienzvirus-1 (HIV-1) zuzuordnen, stellt das Virus im nicht-natürlichen Wirt 
Mensch eine der Geißeln moderner Zivilisation dar. Seit der Entdeckung von HIV-1 [2] und -2 
[24] Anfang der 80iger Jahre blieben Versuche, einen Impfstoff zu entwickeln, ohne Erfolg. Die 
Entwicklung von antiretroviralen Therapien führte zur Verlängerung der Lebensspanne HIV-
Infizierter Menschen, dennoch sterben jährlich weltweit 2,5 Millionen Menschen an den Folgen 
eines erschöpften Immunsystems. Das verminderte Eingreifen des Immunsystems in den natürli-
chen Wirten könnte eine Ursache für die Abwesenheit jeglicher Krankheitssymptome in diesen 
Tieren sein. Eine Apathogenität des Virus per se kann ausgeschlossen werden, da beispielsweise 
SIVagm in einem nicht-natürlichen Wirt (Macaca nemestrina) pathogen ist und ebenso Krank-
heitssymptome auslöst, wie sie im Menschen beobachtet werden [168].  
Der natürliche Wirt AGM reagiert auf eine natürliche oder experimentelle SIVagm-Infektion we-
der mit einem Überschießen der Immunantwort gegen das Virus [169], einem CD4+-T-Zell-Abfall 
noch krankhaften Veränderung der Lymphknoten durch Bindung von SIVagm-Partikeln [36, 106, 
170, 171], den sonst typischen Merkmalen einer HIV-Infektion im Menschen [58, 172, 173, 174, 
175] oder SIVmac-Infektion in Rhesusmakaken [176, 177]. Die fehlende Immunreaktion gegen 
das Kernprotein Gag im natürlichen Wirtssystem [105, 106] ist ein Teilaspekt und sollte in der 
vorliegenden Primatenstudie näher untersucht werden. Die Hypothese war, dass das Immunsys-
tem der AGM anders auf das gereinigte injizierte exogene Virusprotein Gag reagiert als auf das 
von den AGM endogen gebildete Gag Protein, welches durch DNA-Immunisierung vorab gege-
ben werden sollte. Die Immunisierung mit gag DNA sollte ein Priming der Immunantwort vor 
Infektion mit SIVagm und eine anamnestische Immunantwort bei Infektion bewirken. Es wurden 
SIVagm- und SIVmacGag-DNA für den Codon-Gebrauch der Säugetiere optimiert. Diese wurden 
anschließend zur Immunisierung von AGM als Vertreter des natürlichen Virus-Wirtsystems und 
Rhesusmakaken (Macaca mulatta) als Vertreter der nicht-natürlichen Virus-Wirt-Beziehung zu 
verwenden.  
Nach eingehender Überprüfung der Expression in vitro wurden mehrere Studien in Balb/c- und 
C57Bl/6-Mäusen durchgeführt. Durch die nachgewiesene Funktionalität und vergleichende Stu-
dien zu Wildtyp-Sequenzen sowie durch Kombination mit dem Adjuvanz gmcsf  
 90 
Diskussion 
in vivo konnte die DNA-Immunisierung in den Primaten erfolgen. Dabei wurden jeweils drei 
Gruppen gebildet: die Gruppe eins erhielt SIVagmGagCO-DNA, die Gruppe zwei erhielt SIV-
macGagCO-DNA und die Gruppe drei einen Kontroll-Leervektor. Um eine höchstmögliche Im-
munantwort zu erzielen, wurde eine Koapplikation von speziesspezifischer gmcsf DNA durchge-
führt. Das Gen gmcsf sollte als Adjuvanz wirken, da bei Tierversuchen in Mäusen eine 
immunsteigernde Wirkung beobachtet wurde [145, 178] (eigene Versuche (Daten nicht gezeigt)).  
4.1 DNA-Immunisierung im Maus-Modell 
Die Codonoptimierung von Genen ist eine effiziente Methode, die Proteinexpression in Zellkultur 
und die Immunantwort im lebenden Organismus zu steigern. Im Maus-Modell konnte durch 
DNA-Immunisierung mit dem codonoptimierten Gen ein erheblich größerer Anteil an Gag-
spezifischen T-Zellen und Antikörpern induziert werden als mit der Wildtyp-Variante. Die 
Kostimulation mit murinem gmcsf war im Bezug auf das gag Gen nötig, da durch GMCSF Mono-
zyten zu Dendritischen Zellen (DC) maturieren, die Prägung von T-Helferzellen durch Anwande-
rung von Makrophagen und DCs optimiert wird sowie eine Steigerung der spezifischen CTL- und 
Antikörper-Immunantwort erfolgt [179]. Dendritische Zellen sind professionell Antigenpräsentie-
rende Zellen (APC), die unreife T-Zellen in den Lymphknoten prägen können und somit die Rei-
fung dieser Zellen bewirken, die Immunisierung läuft effektiver ab. Die Verwendung von codo-
noptimierten DNA-Sequenzen führt zu einer neuen Qualität in der Immunmodulation und 
Impfstoffentwicklung. Dadurch ist wesentlich weniger Immunisierungs-agenz nötig. Wie hier 
demonstriert, reicht schon eine einmalige Immunisierung mit 0,014 µg codonoptimierter DNA pro 
Maus aus, um eine deutliche humorale und zelluläre Immunantwort auszulösen.  
Der Immunisierungserfolgt mit codonoptimierten Genen war wesentlich größer als mit Wildtyp-
genen. Dennoch gab es, wie erwartet, innerhalb beider Gruppen starke Unterschiede zwischen den 
einzelnen Individuen bezüglich der Immunantwort. Dies könnte auf eine voneinander abweichen-
de Kondition des Immunsystems (unterschiedlicher Inflammationszustand durch Infektionen mit 
Helicobacter pylori oder Pasteurella ssp.) jeder einzelnen, wenn auch syngenen Maus oder auf 
Unterschiede in der Beladung mit Gold-DNA-Agglomerat der einzelnen Kartuschen und deren 
Applikation zurückzuführen sein. Des Weiteren haben Differenzen in der Nahrungsaufnahme 
zwischen den Mäusen und ganz besonders das Potential, stärker oder vermindert auf Stress zu 
reagieren, einen Einfluss auf das Immunsystem und somit auf dessen Reaktion Immunisierungs-
agenzien gegenüber. 
Durch die Immunisierung von Balb/c und C57Bl/6 mit SIVagm-, SIVmac- und HIV-1Gag war es 
möglich zu versuchen, MHC-I-Epitope zu identifizieren und zu charakterisieren. Die Milzzellen 
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jener immunisierten Mäuse wurden isoliert und im ELISpot-Assay eingesetzt. Ein Peptid muss 
einige Vorraussetzungen erfüllen, um in die Tasche eines MHC-I-Moleküls zu passen. Das Peptid 
sollte zwischen 8 und 11 Aminosäuren lang sein und in den Ankeraminosäuren apolar sein, zu-
mindest sind apolare Aminosäuren überdurchschnittlich häufig an Position der Ankeraminosäure 
vertreten (Alanin, Glycin, Isoleucin, Leucin und Valin). Erfüllt die Aminosäuresequenz des Gens 
diese Voraussetzungen nicht, kann kein Peptid dieser Sequenz binden und somit keine Prägung 
von T-Zellen erfolgen. 
Die Stimulation der Milzzellen mit SIVGag Peptidpools im Matrixformat ermöglichte, 15mer 
Peptide durch geringstmöglichen Verbrauch an Zellen eindeutig zu identifizieren. In der anschlie-
ßenden Feinkartierung konnten 9-10mere identifiziert werden, die für die jeweiligen MHC-Typen 
charakteristisch sind und bei jeder Immunisierung der Mäuse mit SIVGag (DNA- oder Protein-
ebene) des gleichen SIV-Stammes induziert werden. So konnte zum Beispiel das Nonamer 
AMQMLKDTI von HIV-1 kartiert werden, welches schon in der Literatur beschrieben für den 
MHC-Typ der Balb/c Maus (H-2d) charakteristisch ist [180]. In der Syfpeithi-Vorhersage erhielt 
das Peptid als mögliches Epitop den 36. Platz mit einem Score von 14. Die MHC-I-
Bindungsvorhersage von Immune Epitope Database (IEDB Analysis Resource; 
http://tools.immuneepitope.org/analyze/html/mhc_binding.html) zeigte dieses Epitop an siebter 
Stelle. Eine weitere MHC-I-Epitop-Vorhersage Datenbank (Hanah Margalit’s Homepage (HMH); 
http://margalit.huji.ac.il/) gibt dieses Peptid als mögliches Epitop an Stelle 47 an. Diese Ergebnis-
se zeigen die Vielfalt und Differenzen der einzelnen Epitop-Vorhersagen und stellen die Aussage-
kraft der Datenbanken in Frage, somit kann die virtuelle Vorhersage zwar ein Hinweis sein, muss 
aber nicht zutreffen. 
Die weitere Identifizierung von Epitopen induziert durch SIVagm- bzw. SIVmacGag konnte 
durch diese Methode erfolgen. Die im ELISpot-Assay identifizierten gleichwertigen Nonamere 
AIYRRWIIL und YRRWIILGL für SIVagmGag in Balb/c Mäusen binden an das MHC-I-
Molekül von Mäusen des Haplotyps H-2d. Die Syfpeithi-Epitop-Vorhersage gibt die Existenz 
dieses Peptids an der 53. Stelle (Score 13) an, was die Aussagefähigkeit der Epitopvorhersage 
stark einschränkt. Die Epitop-Vorhersage von MHM gibt für das Nonamer YRRWIILGL die 
höchste Wahrscheinlichkeit an und für das andere Nonamer AIYRRWIIL Platz 12. Hier scheint 
der Algorithmus der Datenbank mit der Realität überein zu stimmen. Beide Nonamere stimulieren 
spezifische T-Zellen untereinander gleich stark, jedoch weitaus geringer als das identifizierte 
15mer VGAIYRRWIILGLQK es vermag. In dem Fall wird vermutet, dass durch das 15mer auch 
CD4+-T-Helferzellen stimuliert werden und INFγ produzieren, was die Ergebnisse im ELISpot-
Assay erklären würde. Dies könnte in einem neuen ELISpot-Assay durch CD4+-T-Zell-Depletion 
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mittels MACS (Magnetic Assisted Cell Sorting) untersucht werden. Allerdings wäre dazu eine 
neue Immunisierung von Mäusen erforderlich gewesen, da die Mausmilzzellen aufgebraucht sind.  
Das Epitop DRFYKAIRAEQASGE für SIVagmGag in C57Bl/6 Mäusen konnte identifiziert, aber 
nicht feinkartiert werden. Dieses Epitop weist starke Homologie zum subdominanten Epitop 
VDRFYKTLRAEQASQ für HIV-1CladeB in Balb/c Mäusen [181] auf und deutet daraufhin, dass 
der Sequenzunterschied zwischen HIV-1CladeB und SIVagm3 in manchen Bereichen sehr gering 
und der Unterschied bezüglich des Epitops zwischen den Haplotypen H-2d und H-2b durchaus von 
nur wenigen Aminosäuren abhängig ist. Das 15mer Epitop für SIVagmGag in C57Bl/6 Mäusen ist 
nur in dieser Länge in der Lage, Mausmilzzellen zu stimulieren und eine INFγ Ausschüttung zu 
bewirken. In dieser Peptidlänge kann eine Stimulation von CD4+-T-Zellen nicht ausgeschlossen 
werden. Die Epitop-Vorhersagen von Syfpeithi, MHM und IEDB geben für diese Sequenz kein 
mögliches Epitop an. 
Nicht nur Nonamere können an H-2b MHC-I-Moleküle binden, sondern auch Dekamere, was 
durch die Identifizierung des 10mers AVKNWMTQTL für SIVmacGag in C57Bl/6 Mäusen be-
wiesen wurde. Die in diesem Dekamer enthaltenen Nonamere binden entweder gar nicht oder nur 
sehr schlecht, was darauf hin deutet, dass die Ankeraminosäure an einem der beiden oder beiden 
Enden zu finden ist. Laut Syfpeithi-Vorhersage liegen die Ankeraminosäuren an Position 5 und 9. 
Allerdings wurde das Dekamer erst an 52. Stelle (Score 13) als mögliches Epitop angegeben.  
Mit dieser Methode war es weder möglich, ein MHC-I-Epitop für SIVmacGag in Balb/c Mäusen 
zu identifizieren, wie auch in zur Megede et al., (submitted) beschrieben, noch das Epitop 
SQVTNPANI für HIV-1-Gag in C57Bl/6 Mäusen [182] bzw. SQVTNSATI für HIV-IHXB2-Gag 
(Los Alamos Immunologie Datenbank) wieder zu finden. Hier scheint eine Sequenzvarianz von 
einem HIV-1CladeA/G Stamm zu einem Stamm von HIV-1CladeB auszureichen, so dass keine Bin-
dung zwischen dem MHC-I-Molekül und dem Peptid mehr erfolgen kann.  
4.2 DNA-Immunisierung im Primaten-Modell 
Untersuchungen zur Pathogenese von Infektionen mit Immundefizienzviren können aufgrund 
eines fehlenden Kleintiermodells nur in Primaten durchgeführt werden, was einen größeren tech-
nischen Aufwand, Limitierungen in der Versuchsplanung und -durchführung zur Folge hat und 
ethische Probleme aufwirft. Deshalb wurden mögliche Vorversuche in Mäusen durchgeführt und 
die primatenspezifischen Fragestellungen mit Hilfe von Literaturrecherchen weitestgehend be-
antwortet. Die bioballistische Applikation von DNA ist eine relativ neue Methode und wurde bis-
her hauptsächlich bei Kleintieren verwendet, weshalb es Richtwerte bezüglich der Gesamt-DNA-
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Menge, Höchstmenge an DNA pro Goldmenge bzw. Schuss, Anzahl der Schüsse pro Immunisie-
rung, Anzahl der Immunisierungen sowie Angaben zum zeitlichen Abstand der Immunisierungen 
nicht gab. Die Spannbreite innerhalb der Parameter für eine DNA-Immunisierung von Primaten 
war zwischen den einzelnen Quellen sehr groß. Angegeben waren 4-8 Schuss/Immunisierung, 
wobei pro Schuss 0,25-4 µg DNA verabreicht wurden, mit einer Gesamtmenge an applizierter 
DNA von 1-32 µg/Immunisierung und insgesamt 1-4 Immunisierungen pro Tier mit einem Ab-
stand von 2-16 Wochen [158, 159, 160, 161, 162, 163]. Falls der Versuch zu keiner erfolgreichen 
Immunisierung führt, sollte wenigstens ausgeschlossen werden, dass zu wenig DNA eingesetzt 
wurde, weshalb die Wahl auf 32 µg DNA/Immunisierung fiel. Die maximale Immobilisierung 
von DNA auf die Goldpartikel in dem für einen Schuss verwendetem Schlauchstück (0,5 µg 
Gold) betrug nach eigenen Versuchen 4 µg (Daten nicht gezeigt, bestätigt durch Sakai and Hime-
no, [183]). Aufgrund der Beobachtungen in Mäusen konnte durch die gleichzeitige Gabe von 
gmcsf DNA eine deutliche Steigerung der Immunantwort erzielt werden. Ob sich das in Primaten 
ebenso verhält, wurde noch nicht bestätigt, aber auch nicht widerlegt. Insofern sollte die gag DNA 
zusammen mit gmcsf DNA im gleichen Mengenverhältnis appliziert werden, was auf 
64 µg/Immunisierung verabreicht durch 16 Schuss hinauslief. Aufgrund von Literaturrecherchen 
und einer benötigten möglichst großen Fläche wurde als Applikationsstelle die rasierte Haut auf 
dem Bauch der Tiere gewählt. Der Zeitraum zwischen den einzelnen abdominalen DNA-Gaben 
resultierte aus einer Balance zwischen Zeit und Effektivität und erfolgte alle 3 Wochen. Es sollten 
3 Immunisierungen erfolgen, aber mit der Option eine 4. Immunisierung noch durchführen zu 
können, wenn die vor der dritten DNA-Gabe gemessene Immunantwort noch eine Steigerung 
zuließ.  
Um möglichst viele Ergebnisse bei möglichst geringer Anzahl an verwendeten Versuchstieren zu 
erzielen, wurden 6 Gruppen à 4 Tiere gebildet, die innerhalb einer Gruppe gerade noch eine statis-
tische Aussage zuließen. 
Bisher war es nicht möglich in Afrikanischen Grünen Meerkatzen Gag-spezifische T-Zellen zu 
detektieren, weder nach Immunisierungen mit Gag-Protein [105] noch bei Primaten, die natürlich 
oder experimentell langjährig mit SIVagm infiziert sind (Abschnitt 3.3.4 Abb. 33, persönliche 
Mitteilung Dr. S. Norley). Deshalb war vor Beginn der Versuche nicht klar, ob das durch die ge-
plante Strategie mittels ELISpot-Assay möglich sein wird. Aus diesem Grund wurde jeweils ein 
Affe jeder Gruppe zusätzlich mit 32 µg ova DNA (koimmobilisiert mit 32 µg gmcsf DNA) immu-
nisiert, um bei erfolgloser Gag-Immunisierung OVA-spezifische T-Zellen zu detektieren und die 
Immunisierungsstrategie an sich zu bestätigen.  
Schon nach der ersten DNA-Gabe waren bei einigen AGM (AGM 2, 4 und 8) und Rhesusmaka-
ken (Rh 14 und 18) Gag-spezifische T-Zellen detektierbar. Im weiteren Verlauf der Immunisie-
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rungen konnten bei allen Tieren, unterschiedlich stark ausgeprägt, Gag-spezifische T-Zellen 
nachgewiesen werden. Auch die 4. Immunisierung resultierte bei einigen Tieren in einer Immun-
steigerung bzw. Induktion einer Reaktion gegen Gag. Die anfangs generelle Immunreaktion auf 
alle Peptidpools änderte sich im Verlauf der Studie zu Reaktionen, die sich gegen einige signifi-
kante Peptidpools und damit gegen bestimmte 15mer-Peptide richtete.  
Merkwürdigerweise konnte keine spezifische zelluläre Immunreaktion gegen OVA in den Tieren 
induziert werden, die zusätzlich noch die gleiche Menge an ova DNA erhielten. Allerdings kam es 
in diesen AGM (AGM 4 und 8) zur massiven Steigerung der spezifischen Zellreaktion gegen das 
eigentliche Immunisierungsagenz. Auch der AGM 12 reagierte nach Infektion wesentlich stärker 
als die anderen Primaten in der Leervektorkontrollgruppe. Eine Adjuvanzwirkung von OVA ist 
bisher nicht beschrieben worden und kann bis jetzt auch nicht erklärt werden. Um eine konkrete 
Aussage darüber treffen zu können, welchen Einfluss die zusätzliche Gabe von ova DNA hat, 
müssten Versuche mit wesentlich mehr Versuchstieren durchgeführt werden. Bei den Rhesusaffen 
konnten diese Beobachtungen nicht erfolgen.  
Obwohl es fraglich ist, könnte eine Erklärung für die Steigerung der zellulären Immunantwort 
auch die doppelte Menge an gmcsf sein, da bekanntlich GMCSF im Organismus eine bessere Prä-
gung der T-Zellen zur Folge hat. Zwar erhielten auch drei der Rhesusmakaken zusätzlich gmcsf, 
aber nicht das Gleiche wie die AGM, sondern speziesspezifische gmcsf DNA. Aufgrund fehlender 
Funktionsanalysen vom gebildeten agm- bzw. rh-GMCSF kann keine Aussage darüber getroffen 
werden, ob die zusätzliche Gabe einen Einfluss auf den Immunisierungserfolg hatte oder es zwi-
schen den beiden speziesspezifischen Genen Funktionalitätsunterschiede gab. Generell ist es rela-
tiv unwahrscheinlich, dass durch die Verdopplung der DNA-Menge ein Schwellenwert überschrit-
ten wird, der die Immunantwort so extrem erhöhen würde.  
Der Zufall, dass genau die drei AGM eine erhöhte Immunsteigerung aufweisen, die zusätzlich ova 
und gmcsf bekommen haben, ist relativ unwahrscheinlich (1:64). Auch wenn ohne neuen Versuch 
die Wirkung von einem der beiden oder beiden Genen nicht gänzlich geklärt werden kann, scheint 
diese Wirkung nur die T-Zellen zu betreffen, denn in den Antikörpertitern weichen diese Tiere 
nicht von den anderen ab. Durch die zusätzliche Gabe von ova wäre es auch denkbar, dass OVA-
spezifische T-Helfer-Zellen angeregt und dadurch vermehrt Gag-spezifische T-Zellen induziert 
wurden.  
Die Antikörpertiter gegen OVA korrelieren in keiner Weise mit dem Versuchsaufbau, wenn auch 
in einigen Primaten (betrifft mehr Rhesusmakaken als AGM, unabhängig von zusätzlicher Immu-
nisierung mit ova) ein Antikörperpeak am Tag der Belastung entstand und dies auf ein bestimmtes 
Ereignis zurück zu führen sein muss. Einige Tiere besitzen schon vor Beginn der Versuche Anti-
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körper gegen OVA, andere wiederum weisen selbst nach Immunisierung mit ova keine auf. An-
scheinend erfolgt die Bildung von OVA-Antikörpern über die Diät der Tiere, wie schon in Toten-
kopfäffchen [165] und dem Menschen [166] gezeigt. Die fehlende Korrelation von OVA-
Antikörpern zum Versuchsaufbau sowie das Fehlen von OVA-spezifischen T-Zellen führen zu 
dem Schluss, dass OVA als Kontrollantigen weder für die humorale noch für die zelluläre Im-
munantwort in Primatenversuchen eingesetzt werden sollte.  
Erstmals ist es gelungen Gag-spezifische T-Zellen in den AGM nachzuweisen und zu untersu-
chen. Mit überlappenden Peptiden war es möglich, zunächst 15mer, später 9-10mer Epitope zu 
kartieren. Eine Zuordnung zum Haplotyp der einzelnen Meerkatzen war bisher nicht möglich, da 
nur einige wenige Haplotypen dieser Primatenspezies bekannt sind und dies für diese Studie nicht 
relevant ist. Diese Zuordnung ist für weitere Studien in den Tieren als SIV-Tiermodell enorm 
wichtig, weshalb Analysen bezüglich des Repertoires an Haplotypen der Meerkatzen durchaus 
sinnvoll wären. Durch Umschreibung von RNA stimulierter PBMC in cDNA, anschließender 
Amplifikation der MHC-I-Gene und Klonierung der einzelnen entstandenen Fragmente sowie 
Sequenzierung dieser [99], wäre es möglich, die Haplotypen jedes einzelnen AGM zu ermitteln. 
Danach könnte eine Zuordnung der ermittelten Epitope zum Haplotyp erfolgen.  
Die in den Rhesusmakaken identifizierten 9 bzw. 10mer Epitope sollten entsprechenden Haploty-
pen zugeordnet werden. Im Rhesussystem sind schon viele MHC-I-Haplotypen bekannt, für die 
bereits sequenzspezifische Primer veröffentlich wurden [56, 98, 99]. Anhand von Mamu*A und 
*B der Rhesusmakaken und den ermittelten Epitopen müsste eine Zuordnung des Epitops zu ei-
nem bestimmten Haplotyp möglich sein, was in dieser Arbeit nur exemplarisch für den Rh 15 
durchgeführt wurde. Dieser Rhesusmakake wurde ausgewählt, um die Identifizierung des Peptids 
CTPYDINQM durch den ELISpot-Assay zu bestätigen. Dieses Peptid konnte für Rh 13 und 15 
identifiziert werden und ist in der Literatur als MHC-I-Epitop für Mamu*A01 beschrieben [184]. 
Da der Haplotyp nur für den Rhesusaffen 15 (Mamu*A01,-*A02-05, -*B01 und -*B30) ermittelt 
wurde, konnten Korrelationen von Epitop und MHC-Typ für weitere identifizierte Peptide nicht 
erfolgen. 
Die T-Zellen der Primaten reagierten zu Beginn des Immunisierungsversuchs relativ breit auf alle 
Gag-Peptidpools, bis sich nach Infektion die immunodominanten T-Zellen durchsetzten. Dadurch 
war es möglich, MHC-I-Epitope zu kartieren, diese Peptide sind 9-10 Aminosäuren lang.  
Das wichtigste Indiz, wie ein Organismus auf ein eindringendes Virus reagiert, ist die An- oder 
Abwesenheit einer anamnestischen Immunantwort auf humoraler sowie zellulärer Ebene. Diese 
wird kurz nach Infektion beobachtet und gibt Auskunft darüber, ob vorangegangene Immunisie-
rungen den Organismus auf das Virus vorbereiten konnten. Ein schneller Anstieg von Antikörpern 
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sowie T-Zellen ein bis drei Wochen nach Infektion deuten auf einen „Priming“-Erfolg durch die 
Immunisierung hin und entsprechen einer anamnestischen Immunantwort.  
Im Gegensatz zu den Rhesusaffen konnte in den Afrikanischen Grünen Meerkatzen durch DNA-
Immunisierung keine zelluläre und nur eine schwache transiente humorale anamnestische Immun-
antwort nach Infektion induziert werden und dies auch nur in der 2. Immunisierungsgruppe, deren 
Tiere SIVmacGagCO erhielten. Die AGM, die SIVagmGagCO DNA erhielten, reagierten auf das 
endogen gebildete Gag-Protein der Immunisierung anders als auf die Infektion mit SIVagm und 
bildeten vermutlich deshalb keine anamnestische Immunantwort aus. Zumindest auf humoraler 
Ebene sind AGM in der Lage, ein „Priming“ zu erfahren und mit gesteigerter Immunreaktion auf 
eine Virusinfektion zu reagieren, wie es in Gruppe 2 erfolgte. Durch SIVmacGagCO DNA war es 
möglich, die AGM auf eine SIVagm-Infektion vorzubereiten, wenn auch der induzierte Antikör-
pertiter acht Wochen nach Infektion nicht mehr nachweisbar war. Ebenso war es möglich, Rhe-
susmakaken mit SIVagmGagCO bzw. SIVmacGagCO DNA zu „primen“ und so auf die SIVmac-
Infektion vorzubereiten. Durch Verwendung einer DNA-Sequenz, die der Sequenz des Infekti-
onsvirus entsprach, schlug das „Priming“ in den AGM fehl. Weder ist die Pro- bzw. Plasmavirus-
last noch die Immunisierungstrategie an sich für dieses von den Rhesusmakaken abweichende 
Phänomen verantwortlich.  
Im Gegensatz zur anfänglichen Hypothese differenziert das Immunsystem der Afrikanischen Grü-
nen Meerkatzen nicht zwischen dem gereinigten SIVagmGag-Protein der Immunisierung früherer 
Studien und dem viralen Gag-Protein der SIVagm-Infektion, da durch die Immunisierung mit gag 
DNA und demzufolge endogen gebildetem Gag-Protein auch keine anamnestische Immunantwort 
induziert werden konnte. Daher kann die fehlende anamnestische Immunantwort der AGM nach 
Immunisierung mit Gag-Protein vermutlich nicht auf Unterschiede in der Proteinprozessierung 
und -erkennung (endogen versus exogen) zurückgeführt werden. Durch eine gleichwertige DNA-
Immunisierung der Rhesusmakaken mit anschließender SIVmac-Infektion zeigte sich eine anam-
nestische Immunantwort auf humoraler und zellulärer Ebene und bewies die Möglichkeit, mit 
dieser Immunisierungsstrategie ein Priming der Versuchstiere zu erreichen. Die Arbeitshypothese, 
dass die AGM zwischen exogen und endogen gebildetem Gag-Protein unterscheiden, konnte so-
mit widerlegt werden. Die Ursache für die fehlende Gag-Immunantwort im natürlichen Wirtssys-
tem bleibt weiterhin unklar. Die Ergebnisse dieser Studie deuten eher an, dass während der Infek-
tion dieses natürlichen Wirtes eine aktive Unterdrückung der anti-Gag-Antikörper Antwort 
stattfindet, möglicher Weise induziert durch eine Anergie in Gag-spezifischen T-Helferzellen. 
Dennoch könnte man vermuten, dass die AGM aufgrund einer kurzzeitigen Induktion von SI-
VagmGag-spezifischen Antikörpern und T-Zellen in ihrem Genom SIVagmGag-ähnliche Sequen-
 97
Diskussion 
zen tragen, die jegliche Gag-spezifische Immunantwort, basierend auf der Immunisierung, herun-
terreguliert. 
Da im humanen Genom endogene Retroviren (HERVs) gefunden wurden [185, 186, 187, 188], 
kann man davon ausgehen, dass auch in den nichthumanen Primaten, wie AGM, Retroviren vor 
Jahrmillionen ins Genom integriert sind. Diese simianen ERVs könnten dafür verantwortlich sein, 
dass SIVagm bei Infektion nicht als fremd erkannt werden und deshalb keine Immunantwort er-
folgt. Dies würde auch das Fehlen einer anamnestischen Immunantwort bei Infektion nach DNA-
Immunisierungen mit SIVagmGag in den AGM erklären, aber nicht, weshalb kurzzeitig eine hu-
morale sowie zelluläre Gag-spezifische Immunantwort induzierbar war.  
Aufgrund der Pro- bzw. Plasmaviruslast der AGM, die zum einen äquivalent zu der in den Rhe-
susmakaken und zum anderen unabhängig vom Immunisierungsagenz war, könnte auf die Akti-
vierung von regulatorischen T-Zellen (Tregs) durch SIVagm hindeuten. Diese Tregs könnten nur 
auf Gag-spezifische B- und T-Zellen einwirken und deren Aktionen gegen SIVagmGag ein-
schränken oder unterbinden. Dies würde erklären, weshalb die Induktion von Gag-spezifischen 
Antikörpern sowie T-Zellen funktioniert, diese aber nur kurzzeitig nachweisbar sind. Das Vermö-
gen Entzündungshemmer hoch und/oder deren Gegenspieler herunter zu regulieren, könnte nicht 
nur durch die Tregs erfolgen, sondern auch durch Sequenzen innerhalb des gag Gens.  
Die Hyperaktivierung des Immunsystems des nicht-natürlichen Wirts wird als Kausalität für den 
pathogenen Verlauf der Infektion im Gegensatz zu natürlichen Wirten angesehen, die keine der 
für eine Infektion charakteristischen Reaktionen zeigen. Der Krankheitsverlauf im nicht-
natürlichen Wirtssystem der Rhesusmakaken konnte weder durch Entfernung des Thymus [189] 
noch durch CD8+-T-Zell-Depletion [91] positiv beeinflusst werden. Der Thymus scheint keine 
oder nur eine kleine Rolle im Krankheitsverlauf zu spielen und ist hauptsächlich für die Regenera-
tion des Immunsystems verantwortlich. Die CD8+-T-Zell-Depletion führte sogar zu einer schnel-
leren Progression.  
Der Hintergrund für die reduzierte Gag-spezifische Immunantwort bleibt spekulativ, passt jedoch 
in die allgemeine These, dass die fehlende Hyperaktivierung des Immunsystems der AGM [190] 
für die Apathogenität im natürlichen Wirtssystem verantwortlich ist. Eine Immunantwort gegen 
ein Protein, welches früh und zahlreich gebildet wird, sollte relativ stark ausgeprägt sein, was in 
den AGM bezüglich Gag nicht der Fall ist. Im nicht-natürlichen Wirt Rhesusmakaken sind hinge-
gen 20 % der CD8+-Zellen spezifisch für das Mamu*A01 Peptid CM9, welches in Gag lokalisiert 
ist [191]. Die reduzierte Gag-spezifische Immunantwort, die fehlende Hyperaktivierung des Im-
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Nr. Bezeichnung 5'-3' Sequenz 
CO1 SIVagm3gagCO_1 ATGGGCGCCGCCACCAGCGCCCTGAACCGCCGCCAGCTGGAC 
CO2 SIVagm3gagCO_2 GCAGGCGAATGTGCTCGAACTTGTCCAGCTGGCGGCGGTTCA 
CO3 SIVagm3gagCO_3 AAGTTCGAGCACATTCGCCTGCGCCCCACCGGCAAGAAGAAG 
CO4 SIVagm3gagCO_4 AAATCAGGTGCTTAATCTGGTACTTCTTCTTGCCGGTGGGGC 
CO5 SIVagm3gagCO_5 TACCAGATTAAGCACCTGATTTGGGCCGGCAAGGAGATGGAG 
CO6 SIVagm3gagCO_6 GGCGCTCGTGCAGGCCGAAGCGCTCCATCTCCTTGCCGGCCC 
CO7 SIVagm3gagCO_7 CGCTTCGGCCTGCACGAGCGCCTGCTGGAGAGCGAGGAGGGC 
CO8 SIVagm3gagCO_8 GCACCTCAATAATCTTCTTGCAGCCCTCCTCGCTCTCCAGCA 
CO9 SIVagm3gagCO_9 TGCAAGAAGATTATTGAGGTGCTGTACCCCCTGGAGCCCACC 
CO10 SIVagm3gagCO_10 GGCTCTTCAGGCCCTCGCTGCCGGTGGGCTCCAGGGGGTACA 
CO11 SIVagm3gagCO_11 GGCAGCGAGGGCCTGAAGAGCCTGTTCAACCTGGTGTGCGTG 
CO12 SIVagm3gagCO_12 TGTCCTTGTGCACGCAGAACAGCACGCACACCAGGTTGAACA 
CO13 SIVagm3gagCO_13 CTGTTCTGCGTGCACAAGGACAAGGAGGTGAAGGACACCGAG 
CO14 SIVagm3gagCO_14 GGCGCACAATGGCCACGGCCTCCTCGGTGTCCTTCACCTCCT 
CO15 SIVagm3gagCO_15 GAGGCCGTGGCCATTGTGCGCCAGTGCTGCCACCTGGTGGAG 
CO16 SIVagm3gagCO_16 TGCGCTCGGCGTTGCGCTCCTTCTCCACCAGGTGGCAGCACT 
CO17 SIVagm3gagCO_17 AAGGAGCGCAACGCCGAGCGCAACACCACCGAGACCAGCAGC 
CO18 SIVagm3gagCO_18 CCTTGTCGTTCTTCTTCTGGCCGCTGCTGGTCTCGGTGGTGT 
CO19 SIVagm3gagCO_19 GGCCAGAAGAAGAACGACAAGGGCGTGACCGTGCCACCCGGC 
CO20 SIVagm3gagCO_20 GGGCGGGGAAGTTCTGGCTGCCGCCGGGTGGCACGGTCACGC 
CO21 SIVagm3gagCO_21 GGCAGCCAGAACTTCCCCGCCCAGCAGCAGGGCAACGCCTGG 
CO22 SIVagm3gagCO_22 GGGGGCTCAGGGGCACGTGAATCCAGGCGTTGCCCTGCTGCT 
CO23 SIVagm3gagCO_23 ATTCACGTGCCCCTGAGCCCCCGCACCCTGAACGCCTGGGTG 
CO24 SIVagm3gagCO_24 ACTTCTTCTCCTCCACGGCCTTCACCCAGGCGTTCAGGGTGC 
CO25 SIVagm3gagCO_25 AAGGCCGTGGAGGAGAAGAAGTTCGGCGCCGAGATTGTGCCC 
CO26 SIVagm3gagCO_26 CCTCGCTCAGGGCCTGGAACATGGGCACAATCTCGGCGCCGA 
CO27 SIVagm3gagCO_27 ATGTTCCAGGCCCTGAGCGAGGGCTGCACCCCCTACGACATT 
CO28 SIVagm3gagCO_28 CCAGCACGTTCAGCATCTGGTTAATGTCGTAGGGGGTGCAGC 
CO29 SIVagm3gagCO_29 AACCAGATGCTGAACGTGCTGGGCGACCACCAGGGCGCCCTG 
CO30 SIVagm3gagCO_30 TAATAATCTCCTTCACAATCTGCAGGGCGCCCTGGTGGTCGC 
CO31 SIVagm3gagCO_31 CAGATTGTGAAGGAGATTATTAACGAGGAGGCCGCCCAGTGG 
CO32 SIVagm3gagCO_32 CGGGAGGTGGGTGGGCAATGTCCCACTGGGCGGCCTCCTCGT 
CO33 SIVagm3gagCO_33 GACATTGCCCACCCACCTCCCGCCGGCCCCCTGCCCGCCGGC 
CO34 SIVagm3gagCO_34 TGCCGCGGGGGTCGCGCAGCTGGCCGGCGGGCAGGGGGCCGG 
CO35 SIVagm3gagCO_35 CAGCTGCGCGACCCCCGCGGCAGCGACATTGCCGGCACCACC 
CO36 SIVagm3gagCO_36 CCAGCTGCTCCTGCACGGTGCTGGTGGTGCCGGCAATGTCGC 
CO37 SIVagm3gagCO_37 AGCACCGTGCAGGAGCAGCTGGAGTGGATTTACACCGCCAAC 
CO38 SIVagm3gagCO_38 TGGCGCCCACGTCCACGCGGGGGTTGGCGGTGTAAATCCACT 
CO39 SIVagm3gagCO_39 CCCCGCGTGGACGTGGGCGCCATTTACCGCCGCTGGATTATT 
CO40 SIVagm3gagCO_40 TCACGCACTTCTGCAGGCCCAGAATAATCCAGCGGCGGTAAA 
CO41 SIVagm3gagCO_41 CTGGGCCTGCAGAAGTGCGTGAAGATGTACAACCCCGTGAGC 
CO42 SIVagm3gagCO_42 GGCCCTGGCGAATGTCCAGCACGCTCACGGGGTTGTACATCT 
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CO43 SIVagm3gagCO_43 GTGCTGGACATTCGCCAGGGCCCCAAGGAGGCCTTCAAGGAC 
CO44 SIVagm3gagCO_44 CCTTGTAGAAGCGGTCCACGTAGTCCTTGAAGGCCTCCTTGG 
CO45 SIVagm3gagCO_45 TACGTGGACCGCTTCTACAAGGCCATTCGCGCCGAGCAGGCC 
CO46 SIVagm3gagCO_46 TCCACTGCTTCACCTCGCCGCTGGCCTGCTCGGCGCGAATGG 
CO47 SIVagm3gagCO_47 AGCGGCGAGGTGAAGCAGTGGATGACCGAGAGCCTGCTGATT 
CO48 SIVagm3gagCO_48 TGCAGTCGGGGTTGGCGTTCTGAATCAGCAGGCTCTCGGTCA 
CO49 SIVagm3gagCO_49 CAGAACGCCAACCCCGACTGCAAGGTGATTCTGAAGGGCCTG 
CO50 SIVagm3gagCO_50 CCTCCAGGGTGGGGTGCATGCCCAGGCCCTTCAGAATCACCT 
CO51 SIVagm3gagCO_51 GGCATGCACCCCACCCTGGAGGAGATGCTGACCGCCTGCCAG 
CO52 SIVagm3gagCO_52 TGTAGCTGGGGCCGCCCACGCCCTGGCAGGCGGTCAGCATCT 
CO53 SIVagm3gagCO_53 GGCGTGGGCGGCCCCAGCTACAAGGCCAAGGTGATGGCCGAG 
CO54 SIVagm3gagCO_54 GGCTCTGCATGTTCTGCATCATCTCGGCCATCACCTTGGCCT 
CO55 SIVagm3gagCO_55 ATGATGCAGAACATGCAGAGCCAGAACATGATGCAGCAGGGC 
CO56 SIVagm3gagCO_56 GGCGGGGGCGTCCGCGCTGGCCGCCCTGCTGCATCATGTTCT 
CO57 SIVagm3gagCO_57 GGCCAGCGCGGACGCCCCCGCCCACCCGTGAAGTGCTACAAC 
CO58 SIVagm3gagCO_58 GCATGTGGCCGAACTTGCCGCAGTTGTAGCACTTCACGGGTG 
CO59 SIVagm3gagCO_59 TGCGGCAAGTTCGGCCACATGCAGCGCCAGTGCCCCGAGCCC 
CO60 SIVagm3gagCO_60 ACTTCAGGCAGCGCATCTTGCGGGGCTCGGGGCACTGGCGCT 
CO61 SIVagm3gagCO_61 CGCAAGATGCGCTGCCTGAAGTGCGGCAAGCCCGGCCACCTG 
CO62 SIVagm3gagCO_62 CCTGGCCGCGGCAGTCCTTGGCCAGGTGGCCGGGCTTGCCGC 
CO63 SIVagm3gagCO_63 GCCAAGGACTGCCGCGGCCAGGTGAACTTCCTGGGCTACGGC 
CO64 SIVagm3gagCO_64 GGGGCTTGGCGCCCATCCAGCGGCCGTAGCCCAGGAAGTTCA 
CO65 SIVagm3gagCO_65 CGCTGGATGGGCGCCAAGCCCCGCAACTTCCCCGCCGCCACC 
CO66 SIVagm3gagCO_66 GGGCGGTGGGCTCCACGCCCAGGGTGGCGGCGGGGAAGTTGC 
CO67 SIVagm3gagCO_67 CTGGGCGTGGAGCCCACCGCCCCACCTCCACCCAGCCCCTAC 
CO68 SIVagm3gagCO_68 GCAGCAGCTTCTTGGCGGGGTCGTAGGGGCTGGGTGGAGGTG 
CO69 SIVagm3gagCO_69 GACCCCGCCAAGAAGCTGCTGCAGCAGTACGCCGACAAGGGC 
CO70 SIVagm3gagCO_70 TGCGCTGCTCGCGCAGCTGCTTGCCCTTGTCGGCGTACTGCT 
CO71 SIVagm3gagCO_71 AAGCAGCTGCGCGAGCAGCGCAAGAAGCCACCCGCCGTGAAC 
CO72 SIVagm3gagCO_72 TGTAGCCCTCGGTCCAGTCGGGGTTCACGGCGGGTGGCTTCT 
CO73 SIVagm3gagCO_73 CCCGACTGGACCGAGGGCTACAGCCTGAACAGCCTGTTCGGC 
CO74 SIVagm3gagCO_74 TCACTGGTCCTCGCCGAACAGGCTGTTCAGGC 
CO75 SIVmac239GagCO_75 ATGGGCGTGCGCAACAGCGTGCTGAGCGGCAAGAAGGCCGAC     
CO76 SIVmac239GagCO_76 GCAGGCGAATCTTCTCCAGCTCGTCGGCCTTCTTGCCGCTCA        
CO77 SIVmac239GagCO_77 GAGCTGGAGAAGATTCGCCTGCGCCCCAACGGCAAGAAGAAG   
CO78 SIVmac239GagCO_78 ACACCACGTGCTTCAGCATGTACTTCTTCTTGCCGTTGGGGC         
CO79 SIVmac239GagCO_79 TACATGCTGAAGCACGTGGTGTGGGCCGCCAACGAGCTGGAC      
CO80 SIVmac239GagCO_80 GGCTCTCGGCCAGGCCGAAGCGGTCCAGCTCGTTGGCGGCCC       
CO81 SIVmac239GagCO_81 CGCTTCGGCCTGGCCGAGAGCCTGCTGGAGAACAAGGAGGGC     
CO82 SIVmac239GagCO_82 GCACGCTCAGAATCTTCTGGCAGCCCTCCTTGTTCTCCAGCA    
CO83 SIVmac239GagCO_83 TGCCAGAAGATTCTGAGCGTGCTGGCCCCACTGGTGCCCACC       
CO84 SIVmac239GagCO_84 GGCTCTTCAGGTTCTCGCTGCCGGTGGGCACCAGTGGGGCCA      
CO85 SIVmac239GagCO_85 GGCAGCGAGAACCTGAAGAGCCTGTACAACACCGTGTGCGTG   
CO86 SIVmac239GagCO_86 CCTCGGCGTGAATGCACCAAATCACGCACACGGTGTTGTACA   
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CO87 SIVmac239GagCO_87 ATTTGGTGCATTCACGCCGAGGAGAAGGTGAAGCACACCGAG    
CO88 SIVmac239GagCO_88 GCTGCACAATCTGCTTGGCCTCCTCGGTGTGCTTCACCTTCT          
CO89 SIVmac239GagCO_89 GAGGCCAAGCAGATTGTGCAGCGCCACCTGGTGGTGGAGACC       
CO90 SIVmac239GagCO_90 TGGGCATGGTCTCGGTGGTGCCGGTCTCCACCACCAGGTGGC       
CO91 SIVmac239GagCO_91 GGCACCACCGAGACCATGCCCAAGACCAGCCGCCCCACCGCC     
CO92 SIVmac239GagCO_92 TGCCGCCGCGGCCGCTGCTGGGGGCGGTGGGGCGGCTGGTCT         
CO93 SIVmac239GagCO_93 CCCAGCAGCGGCCGCGGCGGCAACTACCCCGTGCAGCAGATT     
CO94 SIVmac239GagCO_94 GCAGGTGCACGTAGTTGCCGCCAATCTGCTGCACGGGGTAGT      
CO95 SIVmac239GagCO_95 GGCGGCAACTACGTGCACCTGCCCCTGAGCCCCCGCACCCTG       
CO96 SIVmac239GagCO_96 CAATCAGCTTCACCCAGGCGTTCAGGGTGCGGGGGCTCAGGG       
CO97 SIVmac239GagCO_97 AACGCCTGGGTGAAGCTGATTGAGGAGAAGAAGTTCGGCGCC    
CO98 SIVmac239GagCO_98 CCTGGAAGCCGGGTACCACCTCGGCGCCGAACTTCTTCTCCT       
CO99 SIVmac239GagCO_99 GAGGTGGTACCCGGCTTCCAGGCCCTGAGCGAGGGCTGCACC       
CO100 SIVmac239GagCO_100 GCATCTGGTTAATGTCGTAGGGGGTGCAGCCCTCGCTCAGGG       
CO101 SIVmac239GagCO_101 CCCTACGACATTAACCAGATGCTGAACTGCGTGGGCGACCAC     
CO102 SIVmac239GagCO_102 ATAATCTGCATGGCGGCcTGGTGGTCGCCCACGCAGTTCAGC  
CO103 SIVmac239GagCO_103 CAGGCCGCCATGCAGATTATTCGCGACATTATTAACGAGGAG    
CO104 SIVmac239GagCO_104 TGCAGGTCCCAGTCGGCGGCCTCCTCGTTAATAATGTCGCGA    
CO105 SIVmac239GagCO_105 GCCGCCGACTGGGACCTGCAGCACCCCCAGCCCGCCCCACAG     
CO106 SIVmac239GagCO_106 GGCTCGCGCAGCTGGCCCTGCTGTGGGGCGGGCTGGGGGTGC       
CO107 SIVmac239GagCO_107 CAGGGCCAGCTGCGCGAGCCCAGCGGCAGCGACATTGCCGGC     
CO108 SIVmac239GagCO_108 TCGTCCACGCTGCTGGTGGTGCCGGCAATGTCGCTGCCGCTG        
CO109 SIVmac239GagCO_109 ACCACCAGCAGCGTGGACGAGCAGATTCAGTGGATGTACCGC    
CO110 SIVmac239GagCO_110 ACGGGAATGGGGTTCTGCTGGCGGTACATCCACTGAATCTGC     
CO111 SIVmac239GagCO_111 CAGCAGAACCCCATTCCCGTGGGCAACATTTACCGCCGCTGG    
CO112 SIVmac239GagCO_112 TTCTGCAGGCCCAGCTGAATCCAGCGGCGGTAAATGTTGCCC        
CO113 SIVmac239GagCO_113 ATTCAGCTGGGCCTGCAGAAGTGCGTGCGCATGTACAACCCC       
CO114 SIVmac239GagCO_114 TTCACGTCCAGAATGTTGGTGGGGTTGTACATGCGCACGCAC      
CO115 SIVmac239GagCO_115 ACCAACATTCTGGACGTGAAGCAGGGCCCCAAGGAGCCCTTC      
CO116 SIVmac239GagCO_116 AAGCGGTCCACGTAGCTCTGGAAGGGCTCCTTGGGGCCCTGC       
CO117 SIVmac239GagCO_117 CAGAGCTACGTGGACCGCTTCTACAAGAGCCTGCGCGCCGAG     
CO118 SIVmac239GagCO_118 TTCACGGCGGCGTCGGTCTGCTCGGCGCGCAGGCTCTTGTAG          
CO119 SIVmac239GagCO_119 CAGACCGACGCCGCCGTGAAGAACTGGATGACCCAGACCCTG    
CO120 SIVmac239GagCO_120 GGGTTGGCGTTCTGAATCAGCAGGGTCTGGGTCATCCAGTTC      
CO121 SIVmac239GagCO_121 CTGATTCAGAACGCCAACCCCGACTGCAAGCTGGTGCTGAAG    
CO122 SIVmac239GagCO_122 GTGGGGTTCACGCCCAGGCCCTTCAGCACCAGCTTGCAGTCG     
CO123 SIVmac239GagCO_123 GGCCTGGGCGTGAACCCCACCCTCGAGGAGATGCTGACCGCC       
CO124 SIVmac239GagCO_124 GGGCCGCCCACGCCCTGGCAGGCGGTCAGCATCTCCTCGAGG      
CO125 SIVmac239GagCO_125 TGCCAGGGCGTGGGCGGCCCCGGCCAGAAGGCCCGCCTGATG     
CO126 SIVmac239GagCO_126 GCCTCCTTCAGGGCCTCGGCCATCAGGCGGGCCTTCTGGCCG       
CO127 SIVmac239GagCO_127 GCCGAGGCCCTGAAGGAGGCCCTGGCCCCCGTGCCCATTCCC      
CO128 SIVmac239GagCO_128 CGCTGCTGGGCGGCGGCGAAGGGAATGGGCACGGGGGCCAGG      
CO129 SIVmac239GagCO_129 TTCGCCGCCGCCCAGCAGCGCGGCCCCCGCAAGCCCATTAAG    
CO130 SIVmac239GagCO_130 TCCTTGCCGCAGTTCCAGCACTTAATGGGCTTGCGGGGGCCG     
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CO131 SIVmac239GagCO_131 TGCTGGAACTGCGGCAAGGAGGGCCACAGCGCCCGCCAGTGC     
CO132 SIVmac239GagCO_132 CCCTGGCGGCGTGGGGCGCGGCACTGGCGGGCGCTGTGGCCC        
CO133 SIVmac239GagCO_133 CGCGCCCCACGCCGCCAGGGCTGCTGGAAGTGCGGCAAGATG      
CO134 SIVmac239GagCO_134 CACTTGGCCATCACGTGGTCCATCTTGCCGCACTTCCAGCAG      
CO135 SIVmac239GagCO_135 GACCACGTGATGGCCAAGTGCCCCGACCGCCAGGCCGGCTTC      
CO136 SIVmac239GagCO_136 CCCCAGGGGCCCAGGCCCAGGAAGCCGGCCTGGCGGTCGGGG     
CO137 SIVmac239GagCO_137 CTGGGCCTGGGCCCCTGGGGCAAGAAGCCCCGCAACTTCCCC   
CO138 SIVmac239GagCO_138 CCCTGGTGCACCTGGGCCATGGGGAAGTTGCGGGGCTTCTTG    
CO139 SIVmac239GagCO_139 ATGGCCCAGGTGCACCAGGGCCTGATGCCCACCGCCCCtCCC   
CO140 SIVmac239GagCO_140 AGGTCCACGGCGGGGTCCTCGGGAGGGGCGGTGGGCATCAGG   
CO141 SIVmac239GagCO_141 GAGGACCCCGCCGTGGACCTGCTGAAGAACTACATGCAGCTG    
CO142 SIVmac239GagCO_142 TTCTCGCGCTGCTGCTTGCCCAGCTGCATGTAGTTCTTCAGC    
CO143 SIVmac239GagCO_143 GGCAAGCAGCAGCGCGAGAAGCAGCGCGAGAGCCGCGAGAAG   
CO144 SIVmac239GagCO_144 TCGGTCACCTCCTTGTAGGGCTTCTCGCGGCTCTCGCGCTGC    
CO145 SIVmac239GagCO_145 CCCTACAAGGAGGTGACCGAGGACCTGCTGCACCTGAACAGC     
CO146 SIVmac239GagCO_146 TCACTGGTCGCCGCCGAACAGGCTGTTCAGGTGCAGCAGGTCC   
 
Anhang II:   15mer SIVagmGag-Peptide 
Anhang II: 15mer SIVagmGag-Peptide 
 Peptid Position Sequenz Peptid Position Sequenz
SIVagmGag1 1-15 MGAATSALNRRQLDK SIVagmGag51 251-265 TTSTVQEQLEWIYTA
SIVagmGag2 6-20 SALNRRQLDKFEHIR SIVagmGag52 256-270 QEQLEWIYTANPRVD
SIVagmGag3 11-25 RQLDKFEHIRLRPTG SIVagmGag53 261-275 WIYTANPRVDVGAIY
SIVagmGag4 16-30 FEHIRLRPTGKKKYQ SIVagmGag54 266-280 NPRVDVGAIYRRWII
SIVagmGag5 21-35 LRPTGKKKYQIKHLI SIVagmGag55 271-285 VGAIYRRWIILGLQK
SIVagmGag6 26-40 KKKYQIKHLIWAGKE SIVagmGag56 276-290 RRWIILGLQKCVKMY
SIVagmGag7 31-45 IKHLIWAGKEMERFG SIVagmGag57 281-295 LGLQKCVKMYNPVSV
SIVagmGag8 36-50 WAGKEMERFGLHERL SIVagmGag58 286-300 CVKMYNPVSVLDIRQ
SIVagmGag9 41-55 MERFGLHERLLESEE SIVagmGag59 291-305 NPVSVLDIRQGPKEA
SIVagmGag10 46-60 LHERLLESEEGCKKI SIVagmGag60 296-310 LDIRQGPKEAFKDYV
SIVagmGag11 51-65 LESEEGCKKIIEVLY SIVagmGag61 301-315 GPKEAFKDYVDRFYK
SIVagmGag12 56-70 GCKKIIEVLYPLEPT SIVagmGag62 306-320 FKDYVDRFYKAIRAE
SIVagmGag13 61-75 IEVLYPLEPTGSEGL SIVagmGag63 311-325 DRFYKAIRAEQASGE
SIVagmGag14 66-80 PLEPTGSEGLKSLFN SIVagmGag64 316-330 AIRAEQASGEVKQWM
SIVagmGag15 71-85 GSEGLKSLFNLVCVL SIVagmGag65 321-335 QASGEVKQWMTESLL
SIVagmGag16 76-90 KSLFNLVCVLFCVHK SIVagmGag66 326-340 VKQWMTESLLIQNAN
SIVagmGag17 81-95 LVCVLFCVHKDKEVK SIVagmGag67 331-345 TESLLIQNANPDCKV
SIVagmGag18 86-100 FCVHKDKEVKDTEEA SIVagmGag68 336-350 IQNANPDCKVILKGL
SIVagmGag19 91-105 DKEVKDTEEAVAIVR SIVagmGag69 341-355 PDCKVILKGLGMHPT
SIVagmGag20 96-110 DTEEAVAIVRQCCHL SIVagmGag70 346-360 ILKGLGMHPTLEEML
SIVagmGag21 101-115 VAIVRQCCHLVEKER SIVagmGag71 351-365 GMHPTLEEMLTACQG
SIVagmGag22 106-120 QCCHLVEKERNAERN SIVagmGag72 356-370 LEEMLTACQGVGGPS
SIVagmGag23 111-125 VEKERNAERNTTETS SIVagmGag73 361-375 TACQGVGGPSYKAKV
SIVagmGag24 116-130 NAERNTTETSSGQKK SIVagmGag74 366-380 VGGPSYKAKVMAEMM
SIVagmGag25 121-135 TTETSSGQKKNDKGV SIVagmGag75 371-385 YKAKVMAEMMQNMQS
SIVagmGag26 126-140 SGQKKNDKGVTVPPG SIVagmGag76 376-390 MAEMMQNMQSQNMMQ
SIVagmGag27 131-145 NDKGVTVPPGGSQNF SIVagmGag77 381-395 QNMQSQNMMQQGGQR
SIVagmGag28 136-150 TVPPGGSQNFPAQQQ SIVagmGag78 386-400 QNMMQQGGQRGRPRP
SIVagmGag29 141-155 GSQNFPAQQQGNAWI SIVagmGag79 391-405 QGGQRGRPRPPVKCY
SIVagmGag30 146-160 PAQQQGNAWIHVPLS SIVagmGag80 396-410 GRPRPPVKCYNCGKF
SIVagmGag31 151-165 GNAWIHVPLSPRTLN SIVagmGag81 401-415 PVKCYNCGKFGHMQR
SIVagmGag32 156-170 HVPLSPRTLNAWVKA SIVagmGag82 406-420 NCGKFGHMQRQCPEP
SIVagmGag33 161-175 PRTLNAWVKAVEEKK SIVagmGag83 411-425 GHMQRQCPEPRKMRC
SIVagmGag34 166-180 AWVKAVEEKKFGAEI SIVagmGag84 416-430 QCPEPRKMRCLKCGK
SIVagmGag35 171-185 VEEKKFGAEIVPMFQ SIVagmGag85 421-435 RKMRCLKCGKPGHLA
SIVagmGag36 176-190 FGAEIVPMFQALSEG SIVagmGag86 426-440 LKCGKPGHLAKDCRG
SIVagmGag37 181-195 VPMFQALSEGCTPYD SIVagmGag87 431-445 PGHLAKDCRGQVNFL
SIVagmGag38 186-200 ALSEGCTPYDINQML SIVagmGag88 436-450 KDCRGQVNFLGYGRW
SIVagmGag39 191-205 CTPYDINQMLNVLGD SIVagmGag89 441-455 QVNFLGYGRWMGAKP
SIVagmGag40 196-210 INQMLNVLGDHQGAL SIVagmGag90 446-460 GYGRWMGAKPRNFPA
SIVagmGag41 201-215 NVLGDHQGALQIVKE SIVagmGag91 451-465 MGAKPRNFPAATLGV
SIVagmGag42 206-220 HQGALQIVKEIINEE SIVagmGag92 456-470 RNFPAATLGVEPTAP
SIVagmGag43 211-225 QIVKEIINEEAAQWD SIVagmGag93 461-475 ATLGVEPTAPPPPSP
SIVagmGag44 216-230 IINEEAAQWDIAHPP SIVagmGag94 466-480 EPTAPPPPSPYDPAK
SIVagmGag45 221-235 AAQWDIAHPPPAGPL SIVagmGag95 471-485 PPPSPYDPAKKLLQQ
SIVagmGag46 226-240 IAHPPPAGPLPAGQL SIVagmGag96 476-490 YDPAKKLLQQYADKG
SIVagmGag47 231-245 PAGPLPAGQLRDPRG SIVagmGag97 481-495 KLLQQYADKGKQLRE
SIVagmGag48 236-250 PAGQLRDPRGSDIAG SIVagmGag98 486-500 YADKGKQLREQRKKP
SIVagmGag49 241-255 RDPRGSDIAGTTSTV SIVagmGag99 491-505 KQLREQRKKPPAVNP
SIVagmGag50 246-260 SDIAGTTSTVQEQLE SIVagmGag100 496-510 QRKKPPAVNPDWTEG  
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Anhang III: 15mer SIVmacGag-Peptide 
Anhang III: 15mer SIVmacGag-Peptide 
Peptid Position Sequenz (C-N) Peptid Position Sequenz (C-N)
SIVmacGag1 1-15 MGVRNSVLSGKKADE SIVmacGag56 221-233 PAPQQGQLREPSGSD 
SIVmacGag2 5-19 NSVLSGKKADELEKI SIVmacGag57 225-237 QGQLREPSGSDIAGT 
SIVmacGag3 9-23 SGKKADELEKIRLRP SIVmacGag58 229-241 REPSGSDIAGTTSSV 
SIVmacGag4 13-27 ADELEKIRLRPNGKK SIVmacGag59 233-245 GSDIAGTTSSVDEQI 
SIVmacGag5 17-31 EKIRLRPNGKKKYML SIVmacGag60 237-249 AGTTSSVDEQIQWMY 
SIVmacGag6 21-35 LRPNGKKKYMLKHVV SIVmacGag61 241-253 SSVDEQIQWMYRQQN 
SIVmacGag7 25-39 GKKKYMLKHVVWAAN SIVmacGag62 245-257 EQIQWMYRQQNPIPV 
SIVmacGag8 29-43 YMLKHVVWAANELDR SIVmacGag63 249-261 WMYRQQNPIPVGNIY 
SIVmacGag9 33-47 HVVWAANELDRFGLA SIVmacGag64 253-265 QQNPIPVGNIYRRWI 
SIVmacGag10 37-51 AANELDRFGLAESLL SIVmacGag65 257-269 IPVGNIYRRWIQLGL 
SIVmacGag11 41-55 LDRFGLAESLLENKE SIVmacGag66 261-273 NIYRRWIQLGLQKCV 
SIVmacGag12 45-59 GLAESLLENKEGCQK SIVmacGag67 265-277 RWIQLGLQKCVRMYN 
SIVmacGag13 49-63 SLLENKEGCQKILSV SIVmacGag68 269-281 LGLQKCVRMYNPTNI 
SIVmacGag14 53-67 NKEGCQKILSVLAPL SIVmacGag69 273-285 KCVRMYNPTNILDVK 
SIVmacGag15 57-71 CQKILSVLAPLVPTG SIVmacGag70 277-289 MYNPTNILDVKQGPK 
SIVmacGag16 61-75 LSVLAPLVPTGSENL SIVmacGag71 281-293 TNILDVKQGPKEPFQ 
SIVmacGag17 65-79 APLVPTGSENLKSLY SIVmacGag72 285-297 DVKQGPKEPFQSYVD 
SIVmacGag18 69-83 PTGSENLKSLYNTVC SIVmacGag73 289-301 GPKEPFQSYVDRFYK 
SIVmacGag19 73-87 ENLKSLYNTVCVIWC SIVmacGag74 293-305 PFQSYVDRFYKSLRA 
SIVmacGag20 77-91 SLYNTVCVIWCIHAE SIVmacGag75 297-309 YVDRFYKSLRAEQTD 
SIVmacGag21 81-95 TVCVIWCIHAEEKVK SIVmacGag76 301-313 FYKSLRAEQTDAAVK 
SIVmacGag22 85-99 IWCIHAEEKVKHTEE SIVmacGag77 305-317 LRAEQTDAAVKNWMT 
SIVmacGag23 89-103 HAEEKVKHTEEAKQI SIVmacGag78 309-321 QTDAAVKNWMTQTLL 
SIVmacGag24 93-107 KVKHTEEAKQIVQRH SIVmacGag79 313-325 AVKNWMTQTLLIQNA 
SIVmacGag25 97-111 TEEAKQIVQRHLVVE SIVmacGag80 317-329 WMTQTLLIQNANPDC 
SIVmacGag26 101-115 KQIVQRHLVVETGTT SIVmacGag81 321-333 TLLIQNANPDCKLVL 
SIVmacGag27 105-119 QRHLVVETGTTETMP SIVmacGag82 325-337 QNANPDCKLVLKGLG 
SIVmacGag28 109-123 VVETGTTETMPKTSR SIVmacGag83 329-341 PDCKLVLKGLGVNPT 
SIVmacGag29 113-125 GTTETMPKTSRPTAP SIVmacGag84 333-345 LVLKGLGVNPTLEEM 
SIVmacGag30 117-129 TMPKTSRPTAPSSGR SIVmacGag85 337-351 GLGVNPTLEEMLTAC 
SIVmacGag31 121-133 TSRPTAPSSGRGGNY SIVmacGag86 341-355 NPTLEEMLTACQGVG 
SIVmacGag32 125-137 TAPSSGRGGNYPVQQ SIVmacGag87 345-359 EEMLTACQGVGGPGQ 
SIVmacGag33 129-141 SGRGGNYPVQQIGGN SIVmacGag88 349-363 TACQGVGGPGQKARL 
SIVmacGag34 133-145 GNYPVQQIGGNYVHL SIVmacGag89 353-367 GVGGPGQKARLMAEA 
SIVmacGag35 137-149 VQQIGGNYVHLPLSP SIVmacGag90 357-371 PGQKARLMAEALKEA 
SIVmacGag36 141-153 GGNYVHLPLSPRTLN SIVmacGag91 361-375 ARLMAEALKEALAPV 
SIVmacGag37 145-157 VHLPLSPRTLNAWVK SIVmacGag92 365-379 AEALKEALAPVPIPF 
SIVmacGag38 149-161 LSPRTLNAWVKLIEE SIVmacGag93 369-383 KEALAPVPIPFAAAQ 
SIVmacGag39 153-165 TLNAWVKLIEEKKFG SIVmacGag94 373-387 APVPIPFAAAQQRGP 
SIVmacGag40 157-169 WVKLIEEKKFGAEVV SIVmacGag95 377-391 IPFAAAQQRGPRKPI 
SIVmacGag41 161-173 IEEKKFGAEVVPGFQ SIVmacGag96 381-395 AAQQRGPRKPIKCWN 
SIVmacGag42 165-177 KFGAEVVPGFQALSE SIVmacGag97 385-399 RGPRKPIKCWNCGKE 
SIVmacGag43 169-181 EVVPGFQALSEGCTP SIVmacGag98 389-403 KPIKCWNCGKEGHSA 
SIVmacGag44 173-185 GFQALSEGCTPYDIN SIVmacGag99 393-407 CWNCGKEGHSARQCR 
SIVmacGag45 177-189 LSEGCTPYDINQMLN SIVmacGag100 397-411 GKEGHSARQCRAPRR 
SIVmacGag46 181-193 CTPYDINQMLNCVGD SIVmacGag101 401-415 HSARQCRAPRRQGCW 
SIVmacGag47 185-197 DINQMLNCVGDHQAA SIVmacGag102 405-419 QCRAPRRQGCWKCGK 
SIVmacGag48 189-201 MLNCVGDHQAAMQII SIVmacGag103 409-423 PRRQGCWKCGKMDHV 
SIVmacGag49 193-205 VGDHQAAMQIIRDII SIVmacGag104 413-427 GCWKCGKMDHVMAKC 
SIVmacGag50 197-209 QAAMQIIRDIINEEA SIVmacGag105 417-431 CGKMDHVMAKCPDRQ 
SIVmacGag51 201-213 QIIRDIINEEAADWD SIVmacGag106 421-435 DHVMAKCPDRQAGFL 
SIVmacGag52 205-217 DIINEEAADWDLQHP SIVmacGag107 425-439 AKCPDRQAGFLGLGP 
SIVmacGag53 209-221 EEAADWDLQHPQPAP SIVmacGag108 429-443 DRQAGFLGLGPWGKK 
SIVmacGag54 213-225 DWDLQHPQPAPQQGQ SIVmacGag109 433-447 GFLGLGPWGKKPRNF 
SIVmacGag55 217-229 QHPQPAPQQGQLREP SIVmacGag110 437-451 LGPWGKKPRNFPMAQ  
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 Anhang III: 15mer SIVmacGag-Peptide 
 Peptid Position Sequenz (C-N) Peptid Position Sequenz (C-N)
SIVmacGag111 441-455 GKKPRNFPMAQVHQG SIVmacGag119 473-487 YMQLGKQQREKQRES 
SIVmacGag112 445-459 RNFPMAQVHQGLMPT SIVmacGag120 477-491 GKQQREKQRESREKP 
SIVmacGag113 449-463 MAQVHQGLMPTAPPE SIVmacGag121 481-495 REKQRESREKPYKEV 
SIVmacGag114 453-467 HQGLMPTAPPEDPAV SIVmacGag122 485-499 RESREKPYKEVTEDL 
SIVmacGag115 457-471 MPTAPPEDPAVDLLK SIVmacGag123 489-503 EKPYKEVTEDLLHLN 
SIVmacGag116 461-475 PPEDPAVDLLKNYMQ SIVmacGag124 493-507 KEVTEDLLHLNSLFG 
SIVmacGag117 465-479 PAVDLLKNYMQLGKQ SIVmacGag125 497-511 EDLLHLNSLFGGDQ 
SIVmacGag118 469-483 LLKNYMQLGKQQREK 
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Anhang IV: 15mer HIV-1Gag-Peptide 
Anhang IV: 15mer HIV-1Gag-Peptide 
 Peptid Position Sequenz (C-N) Peptid Position Sequenz (C-N)
HIV-1Gag1 1-15 MGARASVLSGGKLDA HIV-1Gag56 221-233 GPIPPGQMREPRGSD 
HIV-1Gag2 5-19 ASVLSGGKLDAWEKI HIV-1Gag57 225-237 PGQMREPRGSDIAGT 
HIV-1Gag3 9-23 SGGKLDAWEKIRLRP HIV-1Gag58 229-241 REPRGSDIAGTTSTP 
HIV-1Gag4 13-27 LDAWEKIRLRPGGKK HIV-1Gag59 233-245 GSDIAGTTSTPQEQI 
HIV-1Gag5 17-31 EKIRLRPGGKKKYRL HIV-1Gag60 237-249 AGTTSTPQEQIGWMT 
HIV-1Gag6 21-35 LRPGGKKKYRLKHLV HIV-1Gag61 241-253 STPQEQIGWMTSNPP 
HIV-1Gag7 25-39 GKKKYRLKHLVWASR HIV-1Gag62 245-257 EQIGWMTSNPPIPVG 
HIV-1Gag8 29-43 YRLKHLVWASRELER HIV-1Gag63 249-261 WMTSNPPIPVGDIYK 
HIV-1Gag9 33-47 HLVWASRELERFALN HIV-1Gag64 253-265 NPPIPVGDIYKRWII 
HIV-1Gag10 37-51 ASRELERFALNPSLL HIV-1Gag65 257-269 PVGDIYKRWIILGLN 
HIV-1Gag11 41-55 LERFALNPSLLETAE HIV-1Gag66 261-273 IYKRWIILGLNKIVR 
HIV-1Gag12 45-59 ALNPSLLETAEGCQQ HIV-1Gag67 265-277 WIILGLNKIVRMYSP 
HIV-1Gag13 49-63 SLLETAEGCQQIMEQ HIV-1Gag68 269-281 GLNKIVRMYSPVSIL 
HIV-1Gag14 53-67 TAEGCQQIMEQLQPA HIV-1Gag69 273-285 IVRMYSPVSILDIKQ 
HIV-1Gag15 57-71 CQQIMEQLQPALKTG HIV-1Gag70 277-289 YSPVSILDIKQGPKE 
HIV-1Gag16 61-75 MEQLQPALKTGTEEL HIV-1Gag71 281-293 SILDIKQGPKEPFRD 
HIV-1Gag17 65-79 QPALKTGTEELRSLY HIV-1Gag72 285-297 IKQGPKEPFRDYVDR 
HIV-1Gag18 69-83 KTGTEELRSLYNTVA HIV-1Gag73 289-301 PKEPFRDYVDRFFKT 
HIV-1Gag19 73-87 EELRSLYNTVATLYC HIV-1Gag74 293-305 FRDYVDRFFKTLRAE 
HIV-1Gag20 77-91 SLYNTVATLYCVHQR HIV-1Gag75 297-309 VDRFFKTLRAEQATQ 
HIV-1Gag21 81-95 TVATLYCVHQRIDVK HIV-1Gag76 301-313 FKTLRAEQATQDVKN 
HIV-1Gag22 85-99 LYCVHQRIDVKDTKE HIV-1Gag77 305-317 RAEQATQDVKNWMTE 
HIV-1Gag23 89-103 HQRIDVKDTKEALDK HIV-1Gag78 309-321 ATQDVKNWMTETLLV 
HIV-1Gag24 93-107 DVKDTKEALDKIEEI HIV-1Gag79 313-325 VKNWMTETLLVQNAN 
HIV-1Gag25 97-111 TKEALDKIEEIQNKS HIV-1Gag80 317-329 MTETLLVQNANPDCK 
HIV-1Gag26 101-115 LDKIEEIQNKSKQKT HIV-1Gag81 321-333 LLVQNANPDCKSILR 
HIV-1Gag27 105-119 EEIQNKSKQKTQQAA HIV-1Gag82 325-337 NANPDCKSILRALGA 
HIV-1Gag28 109-123 NKSKQKTQQAAADTG HIV-1Gag83 329-341 DCKSILRALGAGATL 
HIV-1Gag29 113-125 QKTQQAAADTGNSSK HIV-1Gag84 333-345 ILRALGAGATLEEMM 
HIV-1Gag30 117-129 QAAADTGNSSKVS HIV-1Gag85 337-351 LGAGATLEEMMTACQ 
HIV-1Gag31 121-133 DTGNSSKVSQNYPIV HIV-1Gag86 341-355 ATLEEMMTACQGVGG 
HIV-1Gag32 125-137 SSKVSQNYPIVQNAQ HIV-1Gag87 345-359 EMMTACQGVGGPGHK 
HIV-1Gag33 129-141 SQNYPIVQNAQGQMV HIV-1Gag88 349-363 ACQGVGGPGHKARVL 
HIV-1Gag34 133-145 PIVQNAQGQMVHQSL HIV-1Gag89 353-367 VGGPGHKARVLAEAM 
HIV-1Gag35 137-149 NAQGQMVHQSLSPRT HIV-1Gag90 357-371 GHKARVLAEAMSQVQ 
HIV-1Gag36 141-153 QMVHQSLSPRTLNAW HIV-1Gag91 361-375 RVLAEAMSQVQHTNI 
HIV-1Gag37 145-157 QSLSPRTLNAWVKVI HIV-1Gag92 365-379 EAMSQVQHTNIMMQR 
HIV-1Gag38 149-161 PRTLNAWVKVIEEKA HIV-1Gag93 369-383 QVQHTNIMMQRGNFR 
HIV-1Gag39 153-165 NAWVKVIEEKAFSPE HIV-1Gag94 373-387 TNIMMQRGNFRGQKR 
HIV-1Gag40 157-169 KVIEEKAFSPEVIPM HIV-1Gag95 377-391 MQRGNFRGQKRIKCF 
HIV-1Gag41 161-173 EKAFSPEVIPMFSAL HIV-1Gag96 381-395 NFRGQKRIKCFNCGK 
HIV-1Gag42 165-177 SPEVIPMFSALSEGA HIV-1Gag97 385-399 QKRIKCFNCGKEGHL 
HIV-1Gag43 169-181 IPMFSALSEGATPQD HIV-1Gag98 389-403 KCFNCGKEGHLARNC 
HIV-1Gag44 173-185 SALSEGATPQDLNMM HIV-1Gag99 393-407 CGKEGHLARNCRAPR 
HIV-1Gag45 177-189 EGATPQDLNMMLNIV HIV-1Gag100 397-411 GHLARNCRAPRKKGC 
HIV-1Gag46 181-193 PQDLNMMLNIVGGHQ HIV-1Gag101 401-415 RNCRAPRKKGCWKCG 
HIV-1Gag47 185-197 NMMLNIVGGHQAAMQ HIV-1Gag102 405-419 APRKKGCWKCGKEGH 
HIV-1Gag48 189-201 NIVGGHQAAMQMLKD HIV-1Gag103 409-423 KGCWKCGKEGHQMKD 
HIV-1Gag49 193-205 GHQAAMQMLKDTINE HIV-1Gag104 413-427 KCGKEGHQMKDCTER 
HIV-1Gag50 197-209 AMQMLKDTINEEAAE HIV-1Gag105 417-431 EGHQMKDCTERQANF 
HIV-1Gag51 201-213 LKDTINEEAAEWDRL HIV-1Gag106 421-435 MKDCTERQANFLGKI 
HIV-1Gag52 205-217 INEEAAEWDRLHPVH HIV-1Gag107 425-439 TERQANFLGKIWPSS 
HIV-1Gag53 209-221 AAEWDRLHPVHAGPI HIV-1Gag108 429-443 ANFLGKIWPSSKGRP 
HIV-1Gag54 213-225 DRLHPVHAGPIPPGQ HIV-1Gag109 433-447 GKIWPSSKGRPGNFP 
HIV-1Gag55 217-229 PVHAGPIPPGQMREP HIV-1Gag110 437-451 PSSKGRPGNFPQSRP  
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 Peptid Position Sequenz (C-N) Peptid Position Sequenz (C-N)
HIV-1Gag111 441-455 GRPGNFPQSRPEPTA HIV-1Gag117 465-479 EEITSPPKQEQKDRE 
HIV-1Gag112 445-459 NFPQSRPEPTAPPAE HIV-1Gag118 469-483 SPPKQEQKDREQDPP 
HIV-1Gag113 449-463 SRPEPTAPPAEIFGM HIV-1Gag119 473-487 QEQKDREQDPPSVSL 
HIV-1Gag114 453-467 PTAPPAEIFGMGEEI HIV-1Gag120 477-491 DREQDPPSVSLKSLF 
HIV-1Gag115 457-471 PAEIFGMGEEITSPP HIV-1Gag121 481-495 DPPSVSLKSLFGNDL 
HIV-1Gag116 461-475 FGMGEEITSPPKQEQ HIV-1Gag122 485-499 VSLKSLFGNDLLSQ  
Anhang V: Matrixformat der Peptidpools mit den Einzelpeptiden 





Anhang VI: 12-16mer OVA-Peptide  
Anhang VI: 12-16mer OVA-Peptide 
 Peptid Position Sequenz (C-N) Peptid Position Sequenz (C-N)
OVA1 1-15 MEFCFDVFKELKVHH OVA44 188-203 EDTQAMPFRVTEQESK
OVA2 6-21 DVFKELKVHHANENI OVA45 194-208 PFRVTEQESKPVQMM
OVA3 11-25 LKVHHANENIFYCPI OVA46 199-213 EQESKPVQMMYQIGL 
OVA4 16-29 ANENIFYCPIAIMSA OVA47 204-217 PVQMMYQIGLFRVA 
OVA5 21-35 FYCPIAIMSALAMVY OVA48 208-220 MYQIGLFRVASMA 
OVA6 26-39 AIMSALAMVYLGAK OVA49 211-225 IGLFRVASMASEKMK
OVA7 30-43 ALAMVYLGAKDSTR OVA50 216-229 VASMASEKMKILEL 
OVA8 34-48 VYLGAKDSTRTQINK OVA51 220-232 ASEKMKILELPFA
OVA9 39-52 KDSTRTQINKVVRF OVA52 223-236 KMKILELPFASGTM 
OVA10 43-55 RTQINKVVRFDKL OVA53 227-240 LELPFASGTMSMLVL 
OVA11 46-59 INKVVRFDKLPGF OVA54 231-245 ASGTMSMLVLLPDEV 
OVA12 49-62 VVRFDKLPGFGDS OVA55 236-249 SMLVLLPDEVSGL 
OVA13 53-63 DKLPGFGDSIEA OVA56 239-251 VLLPDEVSGLEQL 
OVA14 55-70 LPGFGDSIEAQCGTSV OVA57 242-255 PDEVSGLEQLESII 
OVA15 61-73 SIEAQCGTSVNVH OVA58 246-260 SGLEQLESIINFEKL 
OVA16 64-77 AQCGTSVNVHSSLR OVA59 251-263 LESIINFEKLTEW 
OVA17 68-80 TSVNVHSSLRDIL OVA60 254-268 IINFEKLTEWTSSNV 
OVA18 71-85 NVHSSLRDILNQITK OVA61 259-273 KLTEWTSSNVMEERK 
OVA19 76-90 LRDILNQITKPNDVY OVA62 264-278 TSSNVMEERKIKVYL 
OVA20 81-95 NQITKPNDVYSFSLA OVA63 269-283 MEERKIKVYLPRMKM 
OVA21 86-100 PNDVYSFSLASRLYA OVA64 274-297 IKVYLPRMKMEEKY 
OVA22 91-104 SFSLASRLYAEERY OVA65 278-292 LPRMKMEEKYNLTSV 
OVA23 95-107 ASRLYAEERYPIL OVA66 283-296 MEEKYNLTSVLMAM 
OVA24 98-111 LYAEERYPILPEYL OVA67 287-301 YNLTSVLMAMGITDV
OVA25 102-115 ERYPILPEYLQCVK OVA68 292-306 VLMAMGITDVFSSSA 
OVA26 106-119 ILPEYLQCVKELYR OVA69 297-311 GITDVFSSSANLSGI 
OVA27 110-122 YLQCVKELYRGGL OVA70 302-314 FSSSANLSGISSA 
OVA28 113-127 CVKELYRGGLEPINF OVA71 305-319 SANLSGISSAESLKI 
OVA29 118-131 YRGGLEPINFQTAA OVA72 310-324 GISSAESLKISQAVH  
OVA30 122-135 LEPINFQTAADQAR OVA73 315-328 ESLKISQAVHAAHA
OVA31 126-138 NFQTAADQARELI OVA74 319-333 ISQAVHAAHAEINEA 
OVA32 129-142 TAADQARELINSWV OVA75 324-339 HAAHAEINEAGREVV 
OVA33 132-146 DQARELINSWVESQT OVA76 329-343 EINEAGREVVGSAEA
OVA34 137-151 LINSWVESQTNGIIR OVA77 334-348 GREVVGSAEAGVDAA
OVA35 142-154 VESQTNGIIRNVL OVA78 339-350 GSAEAGVDAASV
OVA36 147-162 SQTNGIIRNVLQPSSV OVA79 341-355 AEAGVDAASVSEEFR 
OVA37 153-167 IRNVLQPSSVDSQTA OVA80 346-360 DAASVSEEFRADHPF 
OVA38 157-171 LQPSSVDSQTAMVLV OVA81 351-365 SEEFRADHPFLFCIK
OVA39 162-176 VDSQTAMVLVNAIVF OVA82 356-368 ADHPFLFCIKHIA 
OVA40 167-180 AMVLVNAIVFKGLW OVA83 359-373 PFLFCIKHIATNAVL
OVA41 171-185 VNAIVFKGLWEKTFK OVA84 364-377 IKHIATNAVLFFGR 
OVA42 176-192 FKGLWEKTFKDEDTQA OVA85 368-381 ATNAVLFFGRCVSP
OVA43 183-197 KTFKDEDTQAMPFRV  
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Anhang  X: Lage der kartierten MHC-Epitope 











Die aus dieser Dissertation entstehenden Publikationen sind in Vorbereitung, jedoch bis jetzt we-
der eingereicht noch veröffentlicht.  






Die dieser Dissertation zugrunde liegenden Arbeiten wurden am Robert Koch-Institut, Berlin in 
der Zeit vom 01. Mai 2004 bis zum 30. April 2008 durchgeführt.  
 
Hiermit erkläre ich, dass ich die vorliegende Dissertation selbständig erarbeitet und verfasst und 
keine anderen als die angegebenen Hilfsmittel und Hilfen verwendet habe. Ich habe mich weder 
bereits um einen Doktorgrad beworden noch bin ich im Besitz eines entsprechenden Doktorgra-
des. Des Weiteren verfüge ich über Kenntnis der Promotionsordnung, die dem angestrebten Ver-
fahren zugrunde liegt.  
 
Berlin, den 30. April 2008 
 
Christine Siegismund 
